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patogenov. Bakterijo pogosto povezujemo z bolnišničnimi okužbami, v zadnjih letih 
pa se povečuje število okužb tudi v domačem okolju. Spore bakterije C. difficile 
najdemo tudi v naravnih okoljih, gospodinjstvih in hrani. Namen magistrskega dela 
je bil ugotoviti in spremljati pogostnost in raznolikost genotipov bakterije C. difficile 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AFLP polimorfizem dolžin pomnoženih fragmentov (angl. Amplified Fragment 
Length Polymorphism) 










okužba z bakterijo Clostridium difficile v domačem okolju (angl. 
Community-associated Clostridium difficile infection) 
okužba z bakterijo Clostridium difficile (angl. Clostridium difficile 
infection) 
binarni toksin C. difficile (angl. C. difficile transferase) 
cdt gen za binarni toksin C. difficile 
C. difficile 
chromID   
Clostridium (Clostridioides) difficile 
komercialno kromogeno, selektivno in diferencialno gojišče za bakterijo C. 
difficile 
COH komercialno gojišče Columbia s 5 % (v/v) konjske krvi 
ddH2O bidestilirana voda 
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GDH encim glutamat-dehidrogenaza (angl. Glutamate dehydrogenase) 
kbp kilobazni par 
MLST tipizacija na osnovi zaporedij več lokusov (angl. Multilocus Sequence 
Typing) 
 MLVA analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom tandemskih 
ponovitev (angl. Multiple-locus variable number tandem repeat analysis) 
 NIJZ   Nacionalni inštitut za javno zdravje 
 obr/min  obrati na minuto 
 PaLoc toksinski lokus PaLoc (angl. Pathogenicity locus) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PFGE gelska elektroforeza v pulzirajočem električnem polju (angl. Pulsefield gel 
electrophoresis) 
rRNA ribosomskaribonukleinska kislina (angl. Ribosomalribonucleic acid) 






polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. Restriction Fragment  
Length Polymorphism) 
posamezna nukleotidna varianta (angl. Single Nucleotide Variant) 
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TcdA toksin A bakterije C. difficile 
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TRST 
tetrametil amonij (angl. Tramethylammonium) 
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1    UVOD 
 
Clostridium difficile je po Gramu pozitivna, striktno anaerobna, patogena bakterija, ki 
povzroča črevesne okužbe pri ljudeh in živalih. Okužbe s C. difficile so pomemben 
javnozdravstveni problem. Čeprav bakterijo še vedno najpogosteje povezujemo z 
bolnišničnimi okužbami, je v zadnjih letih opaziti porast tudi v številu okužb v domačem 
okolju. 
Bakterija C. difficile je sporogena in tvori spore, ki so zelo odporne. Spore se iz prebavil 
ljudi in živali izločajo v okolje, kar vodi do kontaminacije okolja in neposredno ali posredno 
tudi do kontaminacije hrane. Spore bakterije C. difficile lahko namreč najdemo v številnih 
naravnih okoljih (vodi, prsti), gospodinjstvih ter hrani, tako rastlinskega kot tudi živalskega 
izvora. 
Tudi domače okolje predstavlja pomemben rezervoar spor, s katerimi se lahko okužimo. 
Eden izmed takih rezervoarjev so kompostniki iz domačih vrtov, kjer so spore bakterije 
C. difficile pogosto prisotne. Komposti so namreč okolje, ki je naklonjeno anaerobnim 
mikroorganizmom, prav tako pa na komposte odlagamo različne ostanke hrane in ostale 
organske snovi, ki so lahko kontaminirani s sporami C. difficile. 
 
 
1.1    NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti pogostnost in raznolikost genotipov bakterije 
C. difficile v vzorcih komposta iz dveh kompostnikov na petih različnih mestih in tudi skozi 
daljše časovno obdobje. Prav tako je bil namen spremljati dinamiko pozitivnih vzorcev in 
pojavljanje različnih PCR-ribotipov bakterije C. difficile.  
 
 
1.2    DELOVNE HIPOTEZE 
 
Pričakujemo, da: 
- bomo dokazali prisotnost C. difficile v vzorcih komposta v velikem deležu. 
 
- bomo v posameznem kompostniku našli različne PCR-ribotipe bakterije C. difficile. 
 
- bodo nekateri PCR-ribotipi bakterije C. difficile iz vzorcev komposta enaki kot tisti, 
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2    PREGLED OBJAV 
 
2.1   OPIS BAKTERIJE Clostridium difficile 
 
Clostridium difficile je po Gramu pozitivna, anaerobna, sporogena bakterija, paličaste 
oblike, ki je prisotna v številnih okoljih (Leffler in Lamont, 2015). Je ena izmed 
pomembnejših človeških patogenov (Janežič in Rupnik, 2019). Prvič je bila opisana leta 
1935, kot del črevesne mikrobiote pri zdravih novorojenčkih, šele leta 1978 pa je bila 
prepoznana kot povzročiteljica bolezni psevdomembranoznega kolitisa (Rupnik in sod., 
2009). Bakterija Clostridium difficile je bila leta 2016 preuvrščena in preimenovana v 
Clostridioides difficile (Lawson in sod., 2016), vendar se še vedno lahko uporabljata obe 
poimenovanji (Oren in Rupnik, 2018). 
 
2.1.1   Okužba, virulenca in zdravljenje 
 
Glavni naravni rezervoar C. difficile je črevesje mladih ljudi in tudi živali, kjer bakterija 
kolonizira gastrointestinalni trakt, se namnoži in izloči v obliki spor v okolje (Knight in 
Riley, 2019). Bakterija se prenaša po fekalno-oralni poti. V domačem okolju je lahko vir 
okužbe neposreden stik z nosilci bakterije, živalmi in različnimi okolji (Durovic in sod., 
2018). Možen je tudi prenos oz. okužba preko hrane (Rodriguez Diaz in sod., 2018).  
 
Okužbo povzročajo le toksigeni sevi, ki kolonizirajo črevesje, ko je mikrobiota bolnika 
porušena in se C. difficile lahko razraste. Spore takrat germinirajo in začnejo izločati toksina 
A (TcdA) in B (TcdB), ki povzročita vnetje črevesja in poškodbe epitelija, kar privede do 
driske ali pa do psevdomembranoznega kolitisa (Rupnik in sod., 2009). Zapis za toksin A in 
B najdemo v regiji v kromosomu, ki se imenuje PaLoc (angl. Pathogenicity locus). Nekateri 
sevi proizvajajo tudi binarni toksin CDT, vloga katerega v patogenezi še ni povsem 
pojasnjena (Carter in sod., 2012). 
 
Za preživetje in prenos C. difficile so pomembne spore, ki so zelo odporne na izsušitev, 
kemikalije in ekstremne temperature. V okolju se lahko obdržijo mesece ali leta (Rupnik in 
sod., 2009; Roberts in sod., 2008). Poleg že naštetih so za patogenezo pomembni tudi 
nekateri drugi dejavniki virulence, kot so proteini celične površine, ki so pomembni pri 
adheziji bakterije na sluznico gostitelja in flageli, ki pomagajo pri gibanju in kolonizaciji 
(Janoir, 2015). 
 
Za rutinsko diagnostiko okužbe se uporabljajo številne metode, ki vključujejo osamitev 
povzročitelja v kulturi in določitev toksigene kulture (produkcijo toksinov), encimsko 
imunski testi, s katerimi preverjamo prisotnost glutamat dehidrogenaze (GDH) in toksinov, 
ter molekularne metode, ki temeljijo na pomnoževanju nukleinske kisline in odkrivajo gene 
toksinov. 
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Omejitve pri slednjih testih so nezmožnost razlikovanja koloniziranih bolnikov od bolnikov 
s CDI (okužba z bakterijo Clostridium difficile) (Rupnik in sod., 2009; Crobach in sod., 
2018). 
 
Potek zdravljenja je odvisen od resnosti bolezni in simptomov. Za zdravljenje CDI  se 
uporabljajo trije antibiotiki: vankomicin, metronidazol ter fidaksomicin (Rupnik in sod., 
2009; Rupnik in sod., 2013). Pri bolnikih s ponavljajočimi se okužbami, kjer antibiotično 
zdravljenje ni učinkovito, se je kot uspešno pokazalo zdravljenje s fekalno transplantacijo 
(Bakken in sod., 2011). Za preprečevanje širjenja CDI je potrebno bolnike z okužbo izolirati, 
pomembna je tudi higiena rok zdravstvenih delavcev. Priporočljivo je razkuževanje prostora 
in predmetov po zdravljenju bolnika (Leffler in Lamont, 2015). 
 
2.2   TIPIZACIJA BAKTERIJE C. difficile 
 
Tipizacija C. difficile je pomembna za spremljanje izbruhov bolezni, za ugotavljanje pojava 
novih sevov s povečano virulenco in za sledenje prenosov. Pomembna pa je tudi za 
primerjanje izolatov, ki jih najdemo pri različnih virih, kar pripomore k razumevanju možnih 
poti okužbe (Janežič in Rupnik, 2010). 
 
Za bakterijo C. difficile se uporabljajo različne tipizacijske metode (Preglednica 1). Med 
vsemi pa je metoda izbora PCR-ribotipizacija. V zadnjem času, se zaradi dostopnosti 
naslednje generacije sekvenciranja, vedno več uporabljajo metode, ki temeljijo na analizi in 
primerjavi genomskih zaporedij (Janežič in Rupnik, 2019). 
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2.2.1   PCR-ribotipizacija 
 
PCR-ribotipizacija je metoda, ki temelji na pomnoževanju medgenske regije RIBO, med 
genoma za 16S in 23S rRNA in je standardna tipizacijska metoda za bakterijo C. difficile 
(Janežič in Rupnik, 2019). Z dvema začetnima oligonukleotidoma, kjer se en veže na 
3' konec gena za 16S rRNA, drugi pa na 5' konec gena za 23S rRNA, pomnožimo zaporedje 
med obema genoma (Bidet in sod., 1999). S pomnožitvijo dobimo fragmente različnih 
velikosti, od 200 do 700 baznih parov, ki jih ločimo z gelsko ali kapilarno elektroforezo. 
PCR-ribotip je skupina sevov, ki ima identičen vzorec fragmentov (Slika 1). Posamezen 
vzorec se primerja s knjižico referenčnih sevov, kjer se mu določi PCR-ribotip (Stubbs in 








Metode, ki temeljijo na analizi genoma ali 
dela genomske DNA po restrikciji: 
- polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne 
DNA (REA) 
 









Metode, ki temeljijo na pomnoževanju 
DNA: 
- verižna reakcija s polimerazo, PCR-ribotipizacija 
 
- hkratna analiza večjega števila lokusov z 
variabilnim številom genskih ponovitev (MLVA) 
 
- polimorfizem dolžin pomnoženih delov (AFLP) 
 
- verižna reakcija s polimerazo s poljubnim začetnim 
oligonukleotidom (AP PCR) 
 
 
Metode, ki temeljijo na določanju 
nukleotidnega zaporedja: 
- tipizacija slpA 
 
- tipizacija zaporedij multiplih lokusov (MLST) 
 
- sekvenčna tipizacija tandemskih ponovitev (TRST) 
 
- analiza cgMLST in SNV, manaliza genomskega 
zaporedja 
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Če se profil ujema z mednarodnim referenčnim sevom, PCR-ribotipe označujemo s 
trimestnimi številkami od 001 naprej. Če se profil ne ujema, pa jih označimo z internimi 




Slika 1: Primer slike PCR-ribotipov na agaroznem gelu 
 
 
2.2.2   Toksinotipizacija 
 
Toksinotipizacija je metoda, ki temelji na analizi regije PaLoc s PCR-RFLP (PCR-
polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov) in se uporablja za razlikovanje sevov, glede 
na razlike v restrikcijskih vzorcih dveh fragmentov, fragmenta B1 in fragmenta A3. 
Fragment B1 je del gena tcdB (kodiranje katalitične domene toksina B), fragment A3 pa je 
del gena tcdA (kodiranje vezavne domene toksina A). Metoda je bila prvič opisana leta 1998. 
S PCR-metodo najprej pomnožimo omenjena fragmenta, pomnožke pa režemo z 
restrikcijskimi encimi. Vsi sevi v danem toksinotipu imajo enake spremembe v regiji PaLoc. 
Sevi, ki imajo restrikcijski profil enak referenčnemu sevu VPI 10463, sodijo v toksinotip 0, 
seve s spremembami v toksinskih genih glede na referenčni sev pa uvrščamo v variantne 
toksinotipe, označene z rimskimi številkami. Znanih je že 35 različnih toksinotipov. PaLoc 
najdemo le v toksigenih sevih, v sevih, ki pa niso toksigeni, pa je lokus običajno zamenjan 
z zaporedjem 115 bp, ki ga lahko potrdimo s specifično PCR (Lok1/Lok3 PCR) (Rupnik in 
sod., 2009; Rupnik in Janežič, 2016). 
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2.3   EPIDEMIOLOGIJA BAKTERIJE C. difficile 
 
2.3.1   C. difficile pri ljudeh 
 
Število CDI tako v Sloveniji (Rupnik in sod., 2013) kot tudi drugod po Evropi narašča 
(Knight in Riley, 2019). Največ CDI se pojavlja pozno pozimi ali zgodaj spomladi, ko je 
največ drugih obolenj in zdravljenja z antibiotiki (Mclure in sod., 2019). V študiji, ki so jo 
izvedli v letu 2012 in 2013, je sodelovalo 482 bolnišnic iz več evropskih držav. Ugotovljenih 
je bilo 125 različnih PCR-ribotipov, prevladoval je PCR-ribotip 027 (19 %), katerega 
prevalenca se je v primerjavi z letom 2008 kar potrojila. Pojavnost PCR-ribotipa 078 pa se 
je v teh letih za 3-krat zmanjšala (iz 8 % na 3 %) (Slika 2). V primerjavi s prejšnjimi 
študijami, so ugotovili, da se je raznolikost PCR-ribotipov skozi leta povečala (Davies in 
sod., 2016).  
 
Vedno več je okužb, ki se pridobijo v domačem okolju, le-te globalno naraščajo. V študiji, 
ki je vključevala 97 bolnišnic iz 34-ih evropskih držav, so ugotovili, da je bilo kar 145 od 
506 primerov CDI, CA-CDI (okužba z bakterijo Clostridium difficile v domačem okolju) 




  Slika 2: Razširjenost PCR-ribotipov bakterije C. difficile po Evropi (Davies in sod., 2016)  
Prša N. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev kompostnikov. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020            7 
2.3.1.1   Okužbe v Sloveniji 
 
V študiji iz leta 2013 so tipizirali 149 sevov, ki so jih zbrali v dvomesečnem obdobju. Sevi 
so bili uvrščeni v 35 različnih PCR-ribotipov. Več kot polovica, 57,7 % sevov, je spadala 
bodisi v PCR-ribotip 027 ali 014/020, ki sta med najpogostejšimi tudi v drugih evropskih 
državah. Sledijo PCR-ribotipi 150, 023, 011/049, 010, 012, 001, 002, itd. V Sloveniji je 
raznolikost sevov precejšnja. V študiji so ugotovili, da bolniki s CDI spadajo v običajno 
populacijo hospitaliziranih bolnikov, starejših od 65 let. PCR-ribotip 027 je bil prvič v 
Sloveniji zaznan leta 2010, od takrat pa se je zelo razširil (Rupnik in sod., 2013).  
 
V drugi študiji, ki je potekala v časovnem intervalu od leta 2008–2010, so 786 izolatov 
razvrstili med 90 PCR-ribotipov. PCR-ribotipi 014/020, 002 in 029, ki so najpogostejši med 
ljudmi, so bili prisotni tudi pri različnih živalih in v vodi. Prav tako so ugotovili, da imajo 
pri človeku najpogostejši PCR-ribotipi zmožnost preživeti v okolju in tudi pri številnih 
živalih (Janežič in sod., 2012). 
 
V Sloveniji je zadnja leta vedno več prijav okužb z bakterijo C. difficile. Za primerjavo, leta 
1999 so prejeli dve prijavi letno, v letu 2017 pa 665 prijav. Večina prijavljenih CDI je bila 
pri ljudeh s klasičnimi dejavniki tveganja. Od 665 prijavljenih primerov CDI je 5 ljudi umrlo 
(Grilc in sod., 2017). 
 
2.3.2   C. difficile pri živalih 
 
Živali predstavljajo enega od možnih rezervoarjev C. difficile, zato je bilo v preteklosti 
ogromno raziskav usmerjenih v ugotavljanje prisotnosti C. difficile pri različnih živalih 
(Preglednica 2). Bakterijo so izolirali iz blata vzrejnih živali (prašiči, govedo, perutnina, 
koze, ovce, konji in kunci), hišnih ljubljenčkov (psi, mačke) (Rodriguez Diaz in sod., 2018), 
kot tudi divjih živali (miši, podgane, golobi) (Andres-Lasheras in sod., 2017; Burt in sod., 
2012; Bandelj in sod., 2016).  
 
Tako kot pri ljudeh, so tudi pri živalih najpogosteje s C. difficile kolonizirane mlade živali, 
odstotek kolonizacije pa se s starostjo zmanjšuje. PCR-ribotipi, ki jih najdemo pri živalih, 
so enaki, kot se pojavljajo pri ljudeh, kar kaže na možnost prenosa bakterije med človekom 
in živalmi (Rodriguez Diaz in sod., 2018). 
 
V študiji, ki je vključevala primerjavo 112 izolatov C. difficile izoliranih iz različnih živali 
in iz različnih držav, so bili izolati razdeljeni med 38 različnih PCR-ribotipov. PCR-ribotip 
078 je bil med živalmi najbolj pogost, vendar so izolirali tudi veliko drugih, npr.  014/020 in 
002, ki sta najbolj pogosta med ljudmi. Največja raznolikost PCR-ribotipov je bila pri 
govedu (20) in pri prašičih (16) (Janežič in sod., 2014).  
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Preglednica 2: Najbolj pogosti PCR-ribotipi bakterije C. difficile pri najpomembnejših vzrejnih in domačih 
živalih 




002, 003, 012, 014, 015, 029, 
033, 038, 045, 066, 070, 077, 
078, 081, 126, 137 
Pirš in sod., 2008; Avberšek in sod., 2009; 
Hoffer in sod., 2010; Koene in sod., 2012; 
Rodriguez in sod., 2012; Romano in sod., 
2012b; Zidarič in sod., 2012; Rodriguez in 
sod., 2013; Schmid in sod., 2013; 
Schneeberg in sod., 2013; Janežič in sod., 
2014 
PRAŠIČI 
002, 005, 014, 013, 015, 023, 
046, 066, 078, 126 
Pirš in sod., 2008; Alvarez-Perez in sod., 
2009; Avberšek in sod., 2009; Indra in sod., 
2009; Hoffer in sod., 2010; Hopman in sod., 
2011; Keessen in sod., 2011b; Koene in 
sod., 2012; Rodriguez in sod., 2012; 
Alvarez-Perez in sod., 2013; Rodriguez in 
sod., 2013; Schneeberg in sod., 2013; 
Janežič in sod., 2014; Noren in sod., 2014 
PERUTNINA 001, 010, 014, 023, 446 
Zidarič in sod., 2008; Indra in sod., 2009; 
Koene in sod., 2012; Janežič in sod., 2014 
KONJI 
005, 006, 010, 012, 014, 023, 
033, 035, 039, 042, 045, 051, 
078, 126 
Avberšek in sod., 2009; Ossiprandi in sod., 
2010; Koene in sod., 2012; Janežič in sod., 
2014; Rodriguez in sod., 2014a; Rodriguez 




009, 010, 012, 014/020, 021, 
027, 031, 039, 045, 056, 078, 
106, 107, 154, 213, 430 
Weese in sod., 2010; Koene in sod., 2012; 
Schneeberg in sod., 2012; Pirš in sod., 
2013; Wetterwik in sod., 2013; Alvarez-
Perez in sod., 2015; Spigaglia in sod., 2015; 
Alvarez-Perez in sod., 2017; Orden in sod., 
2017 
MAČKE 009, 010, 039, 014/020, 045 




2.3.3   C. difficile v okolju 
 
Bakterija C. difficile je ubikvitarna in jo lahko najdemo skoraj povsod v okolju. Bakterijo 
C. difficile so izolirali iz vodovodne vode, iz morske vode, vode za pitje živali, iz rek, 
čistilnih naprav in luž (Al Saif in Brazier, 1996; Pasquele in sod., 2011; Bandelj in sod., 
2016; Zidarič in sod., 2010; Romano in sod., 2012a; Steyer in sod., 2015; Janežič in sod., 
2016). V eni od prvih raziskav vzorcev iz okolja, v južnem Walesu, je bilo C. difficile 
pozitivnih vzorcev največ v vodi iz rek (87,5 %) (Al Saif in Brazier, 1996). Prav tako so v 
študiji iz Slovenije bakterijo dokazali v 17 od 25 testiranih rek (68 %), pozitivnih je bilo 
60,9 % vseh testiranih vodnih vzorcev (Zidarič in sod., 2010).  
 
Izmed okoljskih vzorcev so najvišjo kontaminiranost z bakterijo C. difficile odkrili v 
odpadnih vodah. Steyer in sod. so bakterijo izolirali v vseh 12-ih testiranih vzorcih odpadne 
vode iz iztoka čistilne naprave, ki so jo vzorčili leto dni. Najbolj pogosti PCR-ribotipi v 
odpadnih vodah so 014/020, 010 in 078 (Steyer in sod., 2015; Romano in sod., 2012a; Kotila 
in sod., 2013). 
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Prevalenca C. difficile je v prsti nižja kakor v vodnih vzorcih, vseeno pa v prsti najdemo 
veliko različnih PCR-ribotipov (Janežič in sod., 2016; Rodriguez Diaz in sod., 2018). V 
vzorcih prsti, ki so jo vzorčili v javnih parkih, vrtovih, igriščih, itd., je bila bakterija v južnem 
Walesu prisotna v 21 % (Al Saif in Brazier, 1996), na Švedskem pa v 4 % (Baverud in sod., 
2003). V študiji iz leta 2006, je bila bakterija C. difficile izolirana iz 37 % vzorcev prsti 
domačega okolja, ter 6 % vodnih vzorcev (Simango in sod., 2006). V slovenski študiji je 
bila bakterija prisotna v 36,7 % prsti (Janežič in sod., 2016).  
 
V letu 2017 sta bili v Sloveniji opravljeni dve študiji, kjer so izolirali C. difficile iz prsti. V 
prvi študiji so bakterijo dokazali v 30 % vzorcih (Smrke, 2017), v drugi pa v 62,5 % vzorcih 
prsti. V slednji raziskavi so prisotnost bakterije dokazali tudi v vzorcih peska (Gomboc, 
2017). 
 
Bakterija C. difficile je prisotna tudi v gospodinjstvih. Baverud in sod. so bakterijo izolirali 
iz vzorcev notranjih površin (2 %) (Baverud in sod., 2003). V študiji iz leta 2014 je bil izmed 
različnih vzorcev gospodinjstev najvišji odstotek pozitivnih vzorcev s podplatov čevljev 
(39,7 %) (Alam in sod., 2014). V študiji iz Slovenije so bakterijo izolirali v 70 % 
gospodinjstev in 34 % vzorcev iz teh gospodinjstev (brisi podplatov čevljev, copat in pasjih 
šap). Polovico vseh izolatov je spadalo k PCR-ribotipu 014/020. Ta PCR-ribotip je med 
najbolj razširjenimi med ljudmi v Sloveniji in je tudi pogosto izoliran iz okolja (Janežič in 
sod., 2018).  
 
Prekrivanje med genotipi C. difficile, ki jih najdemo v okolju, ljudeh in živalih je veliko. V 
študiji iz leta 2010, kjer so vzorčili vodo iz rek, je bil največkrat izoliran PCR-ribotip 014, 
ki je med drugim tudi najbolj pogost izoliran ribotip pri bolnikih in živalih v Sloveniji 
(Zidarič in sod., 2010). V študiji, kjer so primerjali PCR-ribotipe izolirane iz prsti in luž, z 
PCR-ribotipi prisotnih pri ljudeh in živalih, so ugotovili, da se 14 od 24 izoliranih PCR-
ribotipov iz okolja pojavlja v vseh treh rezerovarjih (Janežič in sod., 2016). 
 
Vir kontaminacije bakterije C. difficile v okolju (voda, tla) so lahko fekalni odpadki ljudi in 
živali (Simango, 2006). Žive živali so nosilci bakterije C. difficile, z živalskimi fekalijami 
pa omogočamo širjenje bakterije s tem, ko gnojimo prst. Bakterija C. difficile je prisotna tudi 
v živilih, ki se kompostirajo, kar pa predstavlja možen vir vnosa spor v kompost in kasneje 
v okolje. Gnojenje in kompostiranje tako predstavljata možnost prenašanja bakterije v okolje 
in s tem potencialno povzročata CA-CDI (Knight in Riley, 2019). Spore bakterije so odporne 
na toploto, zato lahko preživijo sam proces nastajanja komposta. V raziskavi iz ZDA so 
vzorčili 142 gnojev in kompostov, bakterija je bila izolirana v 36 %. Izolirali so PCR-ribotipe 
106, 020, 412 in 251 (Dharmasena in Jiang, 2018). V študiji iz Slovenije so bakterijo odkrili 
v 66,6 % vzorcih komposta. V kompostu so odkrili več vzorcev, kjer je bila prisotna bakterija 
C. difficile kakor v prsti, prav tako so v kompostu izolirali več različnih PCR-ribotipov 
(Smrke, 2017).  
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2.3.4   C. difficile v hrani 
 
Spore C. difficile lahko najdemo tudi v različnih živilih. Do zdaj še niso bili potrjeni primeri 
prenosa okužbe s C. difficile preko hrane, vseeno pa prisotnost spor C. difficile v živilih kaže 
na to, da bi se s sporami C. difficile lahko okužili preko hrane (Warriner in sod., 2017; 
Candel-Perez in sod., 2018). Da je hrana možen vir spor bakterije C. difficile, so prvič 
predstavili leta 1983 (Borriello in sod., 1983). Sama hrana oz. zelenjava lahko vpliva tudi na 
epidemiologijo C. difficile, saj se preko transporta hrane in živil novi PCR-ribotipi širijo v 
ostale države (Tkalec in sod., 2019). V severni Ameriki povzročata težave predvsem PCR-
ribotipa 027 in 078, ki sta hkrati tudi prevladujoča seva pri izolaciji iz hrane (Candel-Perez 
in sod., 2018).  
 
Različne študije opisujejo prisotnost bakterije C. difficile v 0 % ‒30 % surove zelenjave, kot 
tudi zelenjave pripravljene za uživanje (Zidarič in Rupnik, 2012; Al Saif in Brazier, 1996; 
Eckert in sod., 2013; Bakri in sod., 2009; Metcalf in sod., 2010; Tkalec in sod., 2019; Lim 
in sod., 2018). V Sloveniji so med letoma 2014 in 2017 izvajali študijo, kjer so C. difficile 
izolirali iz 18,2 % vzorcev zelenjave, najbolj pogost PCR-ribotip je bil 014/020. Izolirali so 
ga iz več kot pol vzorcev. Izmed zelenjave je bil krompir najbolj kontaminiran z bakterijo 
C. difficile (28 %) (Tkalec in sod., 2019). Tudi Lim in sod. so izmed vzorčene zelenjave 
največjo kontaminacijo z bakterijo odkrili na krompirju (Lim in sod., 2018). 
 
V drugih študijah je bil na vrtninah najpogostejši PCR-ribotip 078 (Metcalf in sod., 2010), 
pri pripravljenih solatah pa različni PCR-ribotipi, kot so 017, 001, 078, 014/020, 027 (Bakri 
in sod., 2009; Eckert in sod., 2013; Rahimi in sod., 2015).  
 
V Evropi bakterija C. difficile na mesu ni pogosto zastopana, v večini študij je prevalenca 
manjša od 7 % (Hoover in Rodriguez-Palacios, 2013; Rodriguez Diaz in sod., 2018). 
C. difficile PCR-ribotipe 001, 003, 012, 014, 045, 053, 071, 078, 087 so izolirali iz različnih 
vrst mesa (goveje, svinjsko, perutnina). Pri vseh vrstah mesa se je pojavljal PCR-ribotip 078 
(De Boer in sod., 2011; Indra in sod., 2009; Von Abercon in sod., 2009; Weese in sod., 2009; 
Bouttier in sod., 2010; Hoffer in sod., 2010; Jöbstl in sod., 2010; Rodriguez in sod., 2014b). 
V raziskavi, kjer so vzorčili jajca, zelenjavo in meso, so našli bakterijo C. difficile samo na 
enem jajcu, izolirali so PCR-ribotipa 014/020 in 002 (Zidarič in Rupnik, 2012).  
 
C. difficile so odkrili tudi v morski hrani, in sicer v zamrznjenih pokrovačah, v zamrznjenih 
in kuhanih škampih, svežem lososu in ostrižu. V vseh primerih, razen pri zamrznjenih 
škampih, so izolirali C. difficile PCR-ribotip 078 (Metcalf in sod., 2011). Tudi v ostalih 
raziskavah so izolirali različne C. difficile PCR-ribotipe v različni morski hrani, 001, 002, 
003, 005, 010, 012, 014, 020, 045, 066, 078, 106 (Pasquale in sod., 2011; Pasquale in sod., 
2012; Norman in sod., 2014; Troiano in sod., 2015). 
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V študiji iz leta 2010 so ugotovili, da je večina sevov izoliranih iz živil imela PCR-ribotip 
identičen izolatom iz ljudi in živali. Meso se lahko kontaminira preko spor iz črevesja v 
klavnicah, preko kontaminiranih predmetov in rok pri predelavi, lahko pa tudi preko 
kontaminacije v trgovinah (Rupnik in Songer, 2010). Prisotnost bakterije na zelenjavi je 
lahko posledica kontaminacije zelenjave preko prsti, v kateri so spore, posledica gnojil ali 
pa kontaminirane vode. Do kontaminacije pa lahko pride tudi med procesom pripravljanja 
živil. Zelenjava in tudi pripravljene solate predstavljajo skrb in so potencialni vir okužbe z 
bakterijo, predvsem zaradi tega, ker se termično ne obdelajo (Eckert in sod., 2013; Tkalec 
in sod., 2019).  
 
2.3.5   Prenosi bakterije C. difficile med različnimi viri 
 
V Avstraliji so preučevali vire C. difficile PCR-ribotipa 014, saj ta povzroča kar 25 % 
primerov vseh CDI. Ta ribotip so našli pri 23 % testiranih prašičev, 7 % vzorčene korenaste 
zelenjave in 10 % vzorčenega komposta (Knight in Riley, 2019). V študiji iz južne Italije, ki 
je vključevala živalske in človeške vzorce, vzorce odpadnih voda, surovega mleka ter 
pripravljene solate, so s pomočjo metode MLVA ugotovili, da so človeški, okoljski in 
prehranski izolati C. difficile gensko med seboj neločljivi in krožijo med temi viri (Romano 
in sod., 2018). Okužbe s PCR-ribotipom 078 se pojavljajo predvsem pri mlajših, zdravih 
osebah brez kontakta s hospitaliziranimi bolniki in predhodnega antibiotičnega zdravljenja. 
Tudi novejše študije, ki temeljijo na podlagi analize in primerjave genomskih zaporedij 
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3    MATERIAL IN METODE 
 
3.1   MATERIAL 
 
3.1.1   Kompost 
 
V magistrski nalogi smo analizirali dva kompostnika. Kompostnik O iz Obreža in 
kompostnik V iz Vurberka. Kompostnik O smo vzorčili 5-krat: v marcu 2018 (oznaka 
vzorcev KP1), v septembru 2018 (oznaka vzorcev KP3), v novembru 2018 (oznaka vzorcev 
KP4), v decembru 2018 (oznaka vzorcev KP7) in v januarju 2019 (oznaka vzorcev KP8). 
Kompostnik V smo vzorčili 4-krat: v juliju 2018 (oznaka vzorcev KP2), v novembru 2018 
(oznaka vzorcev KP5), v decembru 2018 (oznaka vzorcev KP6) in v januarju 2019 (oznaka 
vzorcev KP9). Iz kompostnika O smo analizirali 25 vzorcev, iz kompostnika V pa 20 
vzorcev. 
 
3.1.2   Kemikalije 
 
Uporabljene kemikalije so naštete v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Uporabljene kemikalije 
Kemikalije Proizvajalec 
Agaroza  Sigma 
Agaroza Low range agarose BioRad 
Baza Tris Sigma 
Borova kislina Sigma 
Etidijev bromid Carl Roth 
Goveji serumski albumin (BSA) New England Biolabs 
Chelex-100 Resin BioRad 
DNA-polimeraza Taq Roche 
deoksribonukleotid trifosfat (dNTP) Roche 
etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Sigma 
Encimi HincII, AccI, EcoRI 
Krioviala za zamrzovanje 
New England Biolabs 
Microbank™, Pro-Lab Diagnostics 
Magnezijev klorid (MgCl2) Roche 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck 
Nanašalni pufer New England Biolabs 
Ocetna kislina Merck 
PCR-pufer 
Standardni označevalec velikosti DNA 
Roche 
New England Biolabs 
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3.1.3   Začetni oligonukleotidi 
 
Uporabljeni začetni oligonukleotidi so našteti v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
Oznaka Nukleotidno zaporedje Tarča Vir Proizvajalec 
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3.1.4   Laboratorijska oprema 
 
Uporabljena laboratorijska oprema je našteta v preglednici 5. 
 
Preglednica 5: Uporabljena laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Model in proizvajalec 
Anaerobna komora Whitley DG250 
Avtomatska pipeta 0,5 – 10 µL; 10 – 100 µL; 100 – 
1000 µL; 1000 – 10000 µL 
Eppendorf 
Banjica za AGE  Compact M, Biometra 
Banjica za AGE Owl Easycast TM  B2, Thermo Scientific 
Banjica za AGE Sub-Cell® GT Cell, Bio-Rad 
Centrifuga Mini spin plus, Eppendorf 
Ciklični termostat T3000 Thermocycler, Biometra 
Gnetilnik 
Hladilnik 4 °C 
BagMixer, Interscience  
Sanyo 
Izvor napetosti za AGE Standard Power Pack P25, Biometra 
Izvor napetosti za AGE Power PackTM Basic, Bio-Rad 
Laboratorijska tehtnica Kern ewb, Sysmatec 
Laboratorijsko mešalo Vibromix 10, Tehtnica 
Laminarij DNA/RNA UV-Cleaner box, Biosan 
Laminarij Telstar Mini-U/PCR 
Magnetno mešalo 
MALDI TOF 







BioDocAnalyze Transilluminator, Biometra 
Vibracijsko mešalo Vibromix 10, Tehtnica 
Zamrzovalniki –25 °C; –80 °C Kirsch, Sanyo 
 
3.1.5   Gojišča 
 
Za gojenje bakterije smo uporabili dve trdni komercialni gojišči. Gojišče CHROMID® 
C. DIFFICILE, za katerega bomo v nalogi uporabljali oznako ChromID (bioMérieux, 
Marcy-l'Étoile, Francija) je kromogeno, diferencialno, selektivno za bakterijo C. difficile in 
gojišče COH oz. krvni agar (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, Francija), ki je trdno gojišče s 5 % 
konjsko krvjo. 
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3.1.6 Pufri in ostale raztopine 
 
3.1.6.1   Pufer TBE 
 
Za pripravo pufra TBE (5 ×) smo natehtali 54 g baze tris, 27,5 g borove kisline in ju prenesli 
v čašo ter dodali 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0). Čaši smo dodali še dH2O do 500 mL in z 
mešanjem raztopili snovi. Raztopino smo nato prelili v merilni valj in dodali dH2O do 1000 
mL. Do uporabe smo založni pufer TBE (5 ×) hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Pred 
uporabo smo ga 10-krat redčili z destilirano vodo, tako smo dobili delovno koncentracijo 
0,5 × TBE. 
3.1.6.2   Pufer TAE 
 
Za pripravo pufra TAE (50 ×) smo natehtali 121,1 g baze tris, 51,1 g ocetne kisline in ju 
prenesli v čašo ter dodali 50 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0). Čaši smo dodali še dH2O do 250 mL 
in z mešanjem raztopili snovi. Raztopino smo nato prelili v merilni valj in dodali dH2O do 
500 mL. Do uporabe smo založni pufer TAE (50 ×) hranili v hladilniku, pri temperaturi 4 °C. 
Pred uporabo smo ga 50-krat redčili z destilirano vodo, tako smo dobili delovno 
koncentracijo 1 × TAE. 
3.1.6.3   0,5 M EDTA 
 
Za pripravo 0,5 M EDTA smo natehtali 93,6 g EDTA v čašo in dopolnili dH2O do 500 mL. 
Z 10 M NaOH smo uravnali pH do približno 8, nato smo ga avtoklavirali in hranili pri sobni 
temperaturi. 
 
3.1.6.4   Delovna raztopina standardnega označevalca velikosti DNA 
 
Za pripravo delovne raztopine standardnega označevalca velikosti DNA, smo v 
mikrocentrifugirko odpipetirali 10 μL založne raztopine 2-Log DNA Ladder (1,0‒10,0 kbp) 
(koncentracija založne raztopine 1 mg/mL) ali 100 bp DNA Ladder (koncentracija založne 
raztopine 500 μg/mL), 30 μL 6 × nanašalnega pufra in 60 μL ddH2O. Delovno raztopino 
standardnega označevalca DNA smo hranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.1.6.5   5 % raztopina Chelex 
 
Za pripravo 5 % raztopine Chelex, smo natehtali 0,3 g Chelex-100 Resin v sterilno 
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3.2 METODE 
3.2.1   Vzorčenje 
Od marca 2018 do januarja 2019 smo vzorčili dva kompostnika. Vzorce komposta smo 
vzorčili na petih mestih kompostnika (Slika 3). 
 
                   Slika 3: Vzorčna mesta na kompostu 
 
S čistimi rokavicami smo najprej odstranili nerazkrojen organski material oz. hrano, tako da 
smo prišli do komposta. Potem smo s svežo, čisto lateks rokavico v sterilno vrečko nabrali 
približno 50 g komposta. Po vsakem odvzemu vzorca smo rokavico zamenjali. 
3.2.2   Osamitev bakterije C. difficile iz vzorcev komposta 
 
V sterilne vrečke (Golias) smo natehtali 25 g vzorca komposta, ki smo ga hranili v hladilniku 
in aseptično dolili 60 mL sterilne dH2O, nato pa vse skupaj pregnetli z rokami. V 
nadaljevanju smo vse vzorce komposta obdelali po dveh metodah: to sta bili direktna metoda 
in metoda s sonikacijo. Pri vsakem vzorčenju smo vključili tudi sterilno vrečko, v katero 
smo namesto komposta vlili 50 mL dH2O in jo dalje obdelovali po istem postopku kot vrečke 
z vzorci komposta, vključno s sonikacijo. To je predstavljalo negativno kontrolo. 
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3.2.2.1   Direktna metoda (metoda brez sonikacije) 
 
Iz vrečke smo v sterilno centrifugirko prenesli 20 mL vzorca komposta resuspendiranega v 
sterilni dH2O. Vzorce komposta smo najprej dve minuti centrifugirali pri 700 obr/min 
(centrifuga Allegra 25R, Beckman Coulter), nato pa prenesli 15 mL supernatanta v svežo 
sterilno centrifugirko. Ponovili smo centrifugiranje in prenesli 10 mL supernatanta v svežo 
sterilno centrifugirko. Zatem smo izvedli toplotni šok, tako da smo vzorec inkubirali 
20 minut v vodni kopeli s temperaturo 70 °C. Po končani inkubaciji smo prenesli po 1,8 mL 
vzorca v pet svežih sterilnih 2-mL mikrocentrifugirk, katere smo centrifugirali (Mini spin 
plus centrifuga Eppendorf in rotor F-45-12-11) 10 minut pri 10.000 obr/min. Supernatante 
vzorcev smo zavrgli, usedline iz vseh petih mikrocentrifugirk pa smo združili in nacepili na 
dve plošči gojišča ChromID C. difficile. Inkubacija je potekala 35 dni pri 37 °C v 
anaerobnih pogojih (anaerobna komora, Don Whitley Scientific).  
Po inkubaciji smo izvedli alkoholni šok. Kulturo iz plošče smo pobrisali s sterilno vatirano 
palčko in vzorec resuspendirali v mikrocentrifugirki s 700 μL etanola, nato pa inkubirali 
30 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo vzorec centrifugirali 10 minut pri 
10.000 obr/min (Mini spin plus centrifuga Eppendorf in rotor F-45-12-11). Po 
centrifugiranju smo odstranili supernatant, pelet pa nacepili na gojišče ChromID (Slika 4).  
Plošče smo inkubirali 35 dni pri 37 °C v anaerobnih pogojih. Po inkubaciji smo iz vsakega 
vzorca precepili približno 15 morfološko ustreznih kolonij (sivo-črne, hrapave, ploščate) na 
krvni agar COH. Izolate smo označili z oznako 1‒15. Plošče COH (Slika 5) smo inkubirali 
en dan pri 37 °C v anaerobnih pogojih. 
 
         
  Slika 4: Rast mešane kulture na gojišču ChromID                Slika 5: Rast C. difficile na gojišču COH 
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3.2.2.2    Metoda s sonikacijo 
K preostanku vzorca komposta resuspendiranega v sterilni dH2O v vrečki, ki je preostal po 
odvzemu 20 mL vzorca za izolacijo C. difficile z direktno metodo, smo dolili 20 mL sterilne 
dH2O. Vzorec v vrečki smo nato sonicirali, in sicer smo 30 sekund vzorec stresali na 
stresalniku (BactoSonic, Bandelin), ga za 60 sekund dali v sonikator (BactoSonic, Bandelin) 
ter na koncu spet 30 sekund stresali. Nato smo odpipetirali 20 mL vzorca v svežo sterilno 
centrifugirko. Od tukaj naprej je osamitev bakterije C. difficile potekala po enakem postopku 
kot pri direktni metodi (Slika 6).  
 
Slika 6: Shema poteka osamitve bakterije C. difficile  
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3.2.3 Identifikacija bakterije C. difficile 
Morfološko značilne kolonije C. difficile (sivo-črne, hrapave, z nepravilnim robom in 
značilnim vonjem) smo identificirali s komercialnim sistemom za identifikacijo MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics). 
Na MALDI tarčno ploščico smo s sterilno cepilno zanko prenesli približno 1 μL čiste 
prekonočne kulture (oz. eno kolonijo). Kulturo smo enakomerno razmazali in dodali 1 μL 
70 % mravljične kisline, ko se je to posušilo smo dodali 1 μL MALDI matrixa. Tarčno 
kartico smo vstavili v aparat in s pomočjo programske opreme identificirali izolate. 
 
3.2.4 Molekularna karakterizacija izolatov 
 
Iz vsakega vzorčnega mesta na kompostu smo izbrali do 15 izolatov bakterije C.  difficile. 
Te izolate smo nato okarakterizirali z dvema metodoma: PCR-ribotipizacijo in 
toksinotipizacijo.  
 
3.2.4.1   Osamitev DNA 
 
Za osamitev DNA smo uporabili čisto prekonočno kulturo na gojišču COH. DNA smo 
izolirali s 5 % raztopino Chelex. Raztopino Chelex smo premešali in 120 μL odpipetirali v 
1,5-mL mikrocentrifugirke. V mikrocentrifugirke smo nato z 1-μL cepilno zanko dodali 
čisto kulturo. Suspenzijo smo premešali na mešalu in jo 10 minut inkubirali v vreli vodni 
kopeli, zatem pa 10 minut centrifugirali pri 12.000 obr/min. V svežo mikrocentrifugirko smo 
odpipetirali 76 μL supernatanta in izolirano DNA do uporabe hranili v zamrzovalniku pri     
–25 °C.  
3.2.4.2   PCR-ribotipizacija bakterije C. difficile 
-  Presejalna PCR-ribotipizacija 
 
Pri PCR-ribotipizaciji smo pomnoževali medgensko regijo med genoma za 16S in 23S 
rRNA. Ker smo imeli veliko število izolatov in ker smo pričakovali, da bodo izolati v enem 
vzorcu oz. vzorčnem mestu kompostnika pripadali enakemu PCR-ribotipu (bodo klonalni), 
smo najprej naredili presejalne gele. Na njih smo nato pregledali vzorce fragmentov in 
izolate uvrstili v isti PCR-ribotip, če je bil vzorec fragmentov enak, v primeru, da se je vzorec 
fragmentov razlikoval, pa smo izolate uvrstili v različne PCR-ribotipe. Ribotipizirali smo le 
tiste izolate (predstavnike), ki so imeli znotraj enega vzorčnega mesta različne vzorce 
fragmentov, določene s presejalnimi geli.  
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Za pripravo PCR-zmesi smo v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine po 
zaporedju, ki je prikazano v preglednici 6. PCR-zmes smo premešali in 23 μL odpipetirali v 
mikrocentrifugirke ter dodali 1,5 μL izolirane DNA. 




(ena reakcijska zmes) 
H2O 18,5 µL 
10 × pufer PCR 2,5 µL 
dNTP-ji (20 mM zmes) 1,0 µL 
16S Ribo (50 pmol/µL) 0,5 µL 
23S Ribo (50 pmol/µL) 0,5 µL 
DNA-polimerazaTaq (5 U/µL) 0,125 µL 
DNA 1,5 µL  
 
Po protokolu v preglednici 7 smo izvedli PCR v cikličnem termostatu. Po končani reakciji 
smo mikrocentrifugirke s PCR-produkti odprli in jih po programu RIBO ½ (20 minut, 
75 °C), v cikličnem termostatu skoncentrirali na končni volumen. Za gelsko elektroforezo 
smo uporabili 12 μL PCR-produkta. 
Preglednica 7: Pogoji pomnoževanja za PCR-ribotipizacijo 









1. Denaturacija 94 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
57 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 1 min 
Končno podaljševanje 72 °C 15 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
Prisotnost pomnoženih fragmentov smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo (2-
odstotni agarozni gel), po postopku opisanem v poglavju 3.2.4.6. 
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-  PCR-ribotipizacija predstavnikov izolatov 
V sterilni 1,5 mL mikrocentrifugirki smo pripravili PCR-zmes. Sestavine smo odpipetirali 
po zaporedju, ki je prikazano v preglednici 8. PCR-zmes smo premešali in 46 μL odpipetirali 
v mikrocentrifugirke ter dodali 3 μL izolirane DNA.  




(ena reakcijska zmes) 
H2O 37,0 µL 
10 × pufer PCR 5,0 µL 
dNTP-ji (20 mM zmes) 2,0 µL 
16S Ribo (50 pmol/µL) 1,0 µL 
23S Ribo (50 pmol/µL) 1,0 µL 
DNA-polimerazaTaq (5 U/µL) 0,25 µL 
DNA 3 µL  
 
Po protokolu v preglednici 7 smo izvedli PCR v cikličnem termostatu. Po končani reakciji 
smo mikrocentrifugirke s PCR-produkti odprli in jih po programu RIBO-BID (45 min, 
75 °C), v cikličnem termostatu skoncentrirali na končni volumen. Za gelsko elektroforezo 
smo uporabili 20 μL PCR-produkta. 
Prisotnost pomnoženih fragmentov smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo (3-
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3.2.4.3    Toksinotipizacija bakterije C. difficile 
Za določanje toksinotipov smo pomnožili fragmenta A3 in B1 toksinskega lokusa PaLoc. 
Pomnožene fragmente smo nato rezali z restrikcijskimi encimi in na podlagi restrikcijskih 
vzorcev določili ustrezen toksinotip. 
Za pripravo PCR zmesi smo v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine po 
zaporedju, ki je prikazano v preglednici 9. PCR zmes smo premešali in 23 μL odpipetirali v 
mikrocentrifugirke ter dodali 2 μL izolirane DNA.  
 




(ena reakcijska zmes) 
A3 
25 µL 
(ena reakcijska zmes) 
H2O 18,5 µL 16µL 
10 × pufer PCR 2,5 µL 2,5 µL 
TMA (10 –3 M) - 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 0,5 µL 0,5 µL 
dNTP-ji (20 mM zmes) 1,0 µL 1,0 µL 
B1C / A3C (10 pmol/µL) 0,25 µL 0,25 µL 
B2N / A4N (10 pmol/µL) 0,25 µL 0,25 µL 
DNA-polimeraza (5 U/µL) 0,0625 µL 0,0625 µL 
DNA 2 µL  2 µL 
 
Po protokolu v preglednicah 10 (B1 PCR) in 11 (A3 PCR) smo izvedli PCR v cikličnem 
termostatu.  
Preglednica 10: Pogoji pomnoževanja fragmenta B1 s PCR 









1. Denaturacija 93 °C 4 s 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje 
57 °C 8 min 
Končno podaljševanje 57 °C 10 min 
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Preglednica 11: Pogoji pomnoževanja fragmenta A3 s PCR 









1. Denaturacija 93 °C 4 s 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov in 
podaljševanje 
47 °C 8 min 
Končno podaljševanje 47 °C 10 min 
Konec 4 °C ∞ 
 
 
-  Restrikcija produktov PCR 
Pomnožen fragment B1 smo rezali z encimoma HincII in AccI, pomnožen fragment A3 pa z 
encimom EcoRI.  
Za pripravo PCR-zmesi smo v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine po 
zaporedju, ki je prikazano v preglednici 12. PCR-zmes smo premešali in jo odpipetirali v 
mikrocentrifugirke ter dodali ustrezne količine produkta PCR. Zmes smo nato inkubirali 
preko noči pri temperaturi 37 °C.  
Preglednica 12: Sestava reakcijske zmesi za rezanje fragmentov B1 in A3 
Sestavine 
Rezanje fragmenta B1 
15 µL 
(ena reakcijska zmes) 
Rezanje fragmenta A3 
20 µL 
(ena reakcijska zmes) 
  Encimi HincII AccI EcoRI 
H2O 5,5 µL 5,5 µL 3,0 µL 
10 × pufer 1,5 µL 1,5 µL 2,0 µL 
BSA 0,15 µL - - 
Encim 0,15 µL (2 U) 0,15 µL (2 U) 0,2 µL (2 U) 
DNA (produkt PCR) 8,0 µL 15,0 µL 
 
Fragmente, ki so bili rezani z restrikcijskimi encimi, smo analizirali z gelsko elektroforezo 
(1-odstotni agarozni gel), ki je opisana v poglavju 3.2.4.6. Vzorce fragmentov ki smo jih 
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3.2.4.4   PaLoc-PCR – dokaz netoksigenih sevov 
 
Pri izolatih, kjer nismo dobili produkta pri pomnoževanju fragmentov A3 in B1, smo 
pomnožili 115 bp dolgo zaporedje (Lok). Ta regija nadomešča regijo PaLoc pri netoksigenih 
sevih. 
Za pripravo PCR-zmesi smo v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine po 
zaporedju, ki je prikazano v preglednici 13. PCR-zmes smo premešali in 23 μL odpipetirali 
v mikrocentrifugirke ter dodali 2 μL izolirane DNA.  




(ena reakcijska zmes) 
H2O 18,5 µL 
10 × pufer PCR 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µL 
dNTP-ji (20 mM zmes) 0,5 µL 
Lok3 (10 pmol/µL) 0,25 µL 
Lok1 (10 pmol/µL) 0,25 µL 
DNA-polimerazaTaq (5 U/µL) 0,0625 µL 
DNA 2 µL  
 
Po protokolu v preglednici 14 smo izvedli PCR v cikličnem termostatu. 
 
Preglednica 14: Pogoji pomnoževanja fragmenta Lok1/Lok3 s PCR 









1. Denaturacija 93 °C 1 min 
2. Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
52 °C 1 min 
3. Podaljševanje 72 °C 1 min 
Končno podaljševanje 72 °C 10 min 
Konec 3 °C ∞ 
 
Prisotnost pomnoženih fragmentov smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo (1-
odstotni agarozni gel) po postopku opisanem v poglavju 3.2.4.6. 
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3.2.4.5   PCR za sočasno potrjevanje identifikacije bakterije C. difficile in prisotnosti 
binarnega toksina 
 
Z večkratno verižno reakcijo s polimerazo za CD/BTb smo potrdili identifikacijo izbranih 
predstavnikov izolatov in hkrati ugotavljali prisotnost gena za binarni toksin. Pomnožili smo 
fragment zapisa za CD, ki je del gena cdd3, ki je značilen za bakterijo C. difficile in fragment 
BTb, ki je del zapisa za podenoto B binarnega toksina. 
Za pripravo PCR-zmesi smo v sterilno 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine po 
zaporedju, ki je prikazano v preglednici 15. PCR-zmes smo premešali in 23 μL odpipetirali 
v mikrocentrifugirke ter dodali 2 μL izolirane DNA.  




(ena reakcijska zmes) 
H2O 19,0 µL 
10 × pufer PCR 2,5 µL 
MgCl2 (25 mM) 1,0 µL 
dNTP-ji (20 mM zmes) 0,5 µL 
Zmes začetnih oligonukleotidov1 (10 µM) 0,25 µL 
DNA-polimerazaTaq (5 U/µL) 0,0625 µL 
DNA 2 µL  
1V 60 µL dH2O dodaš 10 µL začetnih oligonukleotidov (cdtBpos, cdtBrev, Tim6 in Struppi6) 
 
Po protokolu v preglednici 14 smo izvedli PCR v cikličnem termostatu. 
 
Prisotnost pomoženih fragmentov smo dokazovali z agarozno gelsko elektroforezo (1-
odstotni agarozni gel) po postopku opisanem v poglavju 3.2.4.6. 
3.2.4.6   Agarozna gelska elektroforeza PCR-produktov 
- Agarozni 2-odstotni gel 
Pomnožene produkte smo najprej dokazali z agarozno gelsko elektroforezo, pri kateri smo 
uporabili 2-odstotni gel (za presejalno PCR-ribotipizacijo). Gel smo pripravili tako, da smo 
v erlenmajerico zatehtali 1,8 g agaroze (Sigma) in dolili 90 mL 0,5 × pufer TBE. 
Erlenmajerico, v kateri je bila raztopina smo pokrili in jo dve minuti segrevali v 
mikrovalovni pečici. Raztopino smo nato ohladili pod tekočo vodo, in ko je bila temperatura 
primerna, smo raztopino vlili v elektroforezni nosilec z nameščenim glavničkom. Gel smo 
ohlajali približno 20 minut, nato smo strjen gel namestili v elektroforezno banjico, 
napolnjeno z 0,5 × pufrom TBE. Zmes, ki smo si jo pripravili na parafilmu (5 μL nanašalnega 
pufra in 12 μL produkta PCR) smo nanesli v vdolbinice na gelu.  
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V prvo in zadnjo jamico smo nanesli 7 μL delovne raztopine standardnega označevalca 
velikosti DNA 100 bp. Elektroforeza je tekla pri napetosti 100 V, 2,5‒3 ure. 
 
Gel smo 20 minut barvali z 0,2 μg/mL raztopino etidijevega bromida, nato pa še razbarvali 
20 minut z destilirano vodo. Z UV-transiluminatorjem smo si ogledali gel, sliko pa shranili 
v digitalni obliki v programu Biometra in jo natisnili. 
-  Agarozni 3-odstotni gel  
Ko smo izbrali predstavnike izolatov, smo pomnožene produkte dokazali še z agarozno 
gelsko elektroforezo, pri kateri smo uporabili 3-odstotni gel. Gel smo pripravili tako, da smo 
v erlenmajerico zatehtali 3 g agaroze (Low Range Agarose, Bio Rad) in dolili 100 mL 
ohlajenega pufra 1 × TAE. V erlenmajerico smo dodali še magnetek ter pokrov in vse skupaj 
premešali na magnetnem mešalu. Raztopino smo segrevali v mikrovalovni pečici eno 
minuto, sledilo je mešanje na magnetnem mešalu, nato smo raztopino segrevali še tri minute. 
Po segrevanju smo raztopino ohlajali v vodni kopeli na magnetnem mešalu, in ko se je dovolj 
ohladila, smo jo vlili v elektroforezni nosilec z nameščenim glavničkom. Gel smo ohlajali 
približno 40 minut, nato smo ga namestili v elektroforezno banjico, napolnjeno s 1 × pufrom 
TAE. Zmes, ki smo si jo pripravili na parafilmu (7 μL nanašalnega pufra in 20 μL produkta 
PCR) smo nanesli v vdolbinice na gelu. V prvo, zadnjo in v vsako peto jamico smo nanesli 
10 μL delovne raztopine standardnega onačevalca velikosti DNA 100 bp. Elektroforeza je 
tekla pri napetosti 80 V, 4 ure. 
 
Gel smo 20 minut barvali z 0,2 μg/mL raztopino etidijevega bromida, nato pa še razbarvali 
20 minut z destilirano vodo. Z UV-transiluminatorjem smo si ogledali gel, sliko pa shranili 
v digitalni obliki v programu Biometra in jo natisnili.  
Agarozni 3-odstotni gel nam da višjo ločljivost ločevanja fragmentov DNA kot presejalni 
gel in na podlagi analize fragmentov z računalniškim programom BioNumerics, smo 
primerjali fragmente DNA s knjižico referenčnih sevov in predstavnikom izolatov tako 
določili PCR-ribotipe. 
-  Agarozni 1-odstotni gel 
Pomnožene produkte smo pri toksinotipizaciji dokazali z agarozno gelsko elektroforezo, pri 
kateri smo uporabili 1-odstotni gel. Gel smo pripravili tako, da smo v erlenmajerico zatehtali 
0,9 g agaroze (Sigma) in dolili 90 mL 0,5 × pufer TBE. Erlenmajerico, v kateri je bila 
raztopina smo pokrili in jo dve minuti segrevali v mikrovalovni pečici. Raztopino smo nato 
ohladili pod tekočo vodo, in ko je bila temperatura primerna, smo raztopino vlili v 
elektroforezni nosilec z nameščenimi glavnički. Gel smo ohlajali približno 20 minut, nato 
smo strjen gel namestili v elektroforezno banjico, napolnjeno z 0,5 × pufrom TBE. Zmes, ki 
smo si jo pripravili na parafilmu (5 μL nanašalnega pufra in 10μL produkta PCR), smo 
nanesli v vdolbinice na gelu.  
  
Prša N. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev kompostnikov. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020            27 
V prvo in zadnjo jamico smo nanesli 7 μL delovne raztopine standardnega označevalca 
velikosti DNA 0,1-10 kbp. Elektroforeza je tekla pri napetosti 120 V, približno 45 minut.  
 
Gel smo 10 minut barvali z 0,2 μg/mL raztopino etidijevega bromida, nato pa še razbarvali 
10 min z destilirano vodo. Z UV-transiluminatorjem smo si ogledali gel, sliko pa shranili v 
digitalni obliki v programu Biometra in jo natisnili. 
3.2.5  Shranjevanje izolatov C. difficile 
 
Predstavnike izolatov smo po opravljeni PCR-ribotipizaciji in toksinotipizaciji precepili na 
sveže gojišče COH (Slika 7) ter jih 5 dni inkubirali anaerobno pri 37 °C, nato pa smo jih 
zamrznili in shranili v zbirko sevov. S cepilno zanko smo s plošč pobrali čisto kulturo 
bakterije C. difficile in jo resuspendirali v kriovialo s kroglicami in tekočim 
krioprotektantom. Nato smo suspenzijo premešali z obračanjem ter 850 µl suspenzije 
prenesli v svežo sterilno 1,5-mL mikrocentrifugirko, ki smo jo centrifugirali 10 min pri 
10.000 obr/min. Približno 70 µl peleta smo nanesli na 4 sterilne koščke filtra in jih sušili ob 
ognju nekje 20 min, nato smo jih shranili na sobni temperaturi. Krioviale pa smo shranili v 
zamrzovalniku pri 80 °C. 
 
 
Slika 7: Čista kultura C. difficile pripravljena za zamrzovanje 
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4     REZULTATI 
 
V magistrski nalogi smo ugotavljali pogostnost in raznolikost genotipov bakterije C. difficile 
v vzorcih komposta iz dveh kompostnikov. Kompostnika smo vzorčili na 5 različnih mestih 
in v različnih časovnih točkah (marec, julij, september, november, december, januar), saj nas 
je zanimala dinamika pozitivnih vzorcev in pojavljanje različnih PCR-ribotipov bakterije 
C. difficile. Skupno smo testirali 45 vzorcev. Vsak vzorec smo analizirali po dveh postopkih, 
ki sta se razlikovala samo v enem koraku, to je s sonikacijo in brez sonikacije. 
 
4.1   PRISOTNOST BAKTERIJE C. difficile V VZORCIH KOMPOSTA 
 
Vzorčili smo 2 kompostnika, kompostnik O (Obrež) je bil vzorčen v petih časovnih točkah, 
kompostnik V (Vurberk), pa je bil vzorčen v štirih časovnih točkah. Pri vsakem vzorčenju 
kompostnika smo nabrali po en vzorec komposta na 5 različnih mestih (Slika 3). Prisotnost 
bakterije C. difficile smo dokazali v obeh kompostnikih, v 38 od skupnih 45 vzorcev 
komposta. Pri kompostniku O je bilo pozitivnih 22 vzorcev (88 %), pri kompostniku V pa 
16 vzorcev (80 %) (Preglednica 16). 
Skupno smo iz 38 vzorcev osamili 906 izolatov, 566 izolatov iz 22 vzorcev komposta iz 
kompostnika O in 340 izolatov iz 16 vzorcev komposta iz kompostnika V. 
 






Število vzorcev komposta 25 20 
število vseh vzorcev, iz katerih smo 
osamili C. difficile 22 (88 %) 16 (80 %) 
število vseh vzorcev, iz katerih nismo 
osamili C. difficile 3 (12 %) 4 (20 %) 
število vseh vzorcev, iz katerih smo 
osamili C. difficile brez sonikacije 17 10 
število vseh vzorcev, iz katerih smo 
osamili C. difficile s sonikacijo 20 13 
število vseh vzorcev, iz katerih smo 
osamili C. difficile z obema metodoma 15 7 
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V vseh vzorčenjih sta bili pri obeh kompostnikih pozitivni vsaj dve vzorčni mesti. Pri 
kompostniku O so bila septembra negativna vzorčna mesta 1, 2 in 5. Pri kompostniku V pa 
sta bili decembra negativni vzorčni mesti 3 in 5, ter januarja vzorčni mesti 1 in 4 
(Preglednica 17). 





























1 + - + + + 
2 + - + + + 
3 + + + + + 
4 + + + + + 











1 + + + -  
2 + + + +  
3 + + - +  
4 + + + -  
5 + + - +  
Prša N. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev kompostnikov. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020            30 
4.2   PRISOTNOST RAZLIČNIH PCR-RIBOTIPOV BAKTERIJE C. difficile V 
VZORCIH KOMPOSTA 
 
Izolate iz komposta (906) smo najprej tipizirali s t.i. presejalno PCR-ribotipizacijo, da smo 
na hitro preverili, kateri izolati imajo enake vzorce fragmentov. Za te smo predvidevali, da 
so klonalnega izvora. V nadaljevanju karakterizacije smo izbrali le izolate z različnimi vzorci 
fragmentov v posameznem vzorčnem mestu (izolate, ki smo jih osamili z metodo brez 
sonikacije in s sonikacijo) in jim določili PCR-ribotip. Takih izolatov je bilo 103: 66 pri 
kompostniku O in 37 pri kompostniku V. Tem izolatom smo določili tudi toksinotip 
(Priloga 1, Priloga 2). Najpogosteje zastopani so bili PCR-ribotipi 018, 014/020 in SLO 057 
(12, 6 %) (Slika 8). 
 
 
                Slika 8: Zastopanost različnih PCR-ribotipov klonalnih sevov bakterije C. difficile v kompostu 
 
Izolate smo uvrstili v 35 različnih PCR-ribotipov, 24 različnih PCR-ribotipov v kompostniku 
O in 16 v kompostniku V. S toksinotipizacijo smo 27 različnih PCR-ribotipov uvrstili med 
toksigene (77,1 %) (Preglednica 18). Toksinotipi, ki smo jih izolirali so bili 0, 0/v, III, V in 
VIII. Binarni toksin smo dokazali pri 7 PCR-ribotipih (toksinotipov III in V).  
 
Če primerjamo kompostnika V in O med sabo, ugotovimo, da ni veliko PCR-ribotipov, ki bi 
se prekrivali, 5 od 35 PCR-ribotipov. Pri obeh kompostnikih smo izolirali naslednje PCR-
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Preglednica 18: PCR-ribotipi in toksinotipi bakterije C. difficile, prisotni na posameznih mestih vzorčenja pri 










001/072 0 - 1, 3, 4, 5 5 
002 0 - 1, 3, 4, 5  3, 4, 5 
003 0 - - 2 
005 0 - 1, 2, 3, 5 - 
010 0 - 5 - 
011/049 0 - 3, 4 1 
014/020 0 - 1, 2, 3, 4, 5 2, 5 
015 0 - - 2 
018 0 - 1, 2, 3, 4, 5 - 
027 III + 1, 2, 3, 4 3 
029 0 - 5 - 
045 (CE) V + 5 - 
050 (CE) 0 - 2 - 
070 0 - 3 - 
078 V + 3, 5 - 
106 0 - 5 - 
128 (CE) III + - 3 
159 0 - 5 - 
764 (CE) V - - 3 
SLO 002 tox- - 1, 4, 5 - 
SLO 028 tox- - 5 - 
SLO 038 0 - 3 - 
SLO 056 VIII - 4 - 
SLO 057 tox- - - 1, 2, 3, 4, 5 
SLO 069 0 + - 3 
SLO 172 0 + - 1, 2, 3 
SLO 205 tox- - - 1 
SLO 218 tox- - - 4 
SLO 248 tox- - 5 - 
SLO 257 0 - 1 - 
SLO 259 tox- - - 4 
SLO 290 V + 3 - 
SLO 291 tox- - 4 - 
SLO 292 0 - - 3 
SLO 293 0 - 1 - 
    *vzorčna mesta, kjer je bil PCR-ribotip prisoten 
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4.2.1   Osamitev in primerjava PCR-ribotipov bakterije C. difficile iz različnih 
vzorčnih mest 
 
Pri kompostniku O smo največ različnih PCR-ribotipov izolirali na vzorčnem mestu 5 (14), 
sledilo je vzorčno mesto 3 (11), vzorčno mesto 1 in 4 (9), vzorčno mesto 2 (5). Pri 
kompostniku V je bilo vzorčno mesto 3 najbolj pestro glede PCR-ribotipov (8), sledilo je 
vzorčno mesto 2 (5), vzorčna mesta 1, 4, 5 (4) (Preglednica 18). 
 
V določenih primerih oz. vzorcih komposta so se isti PCR-ribotipi pojavljali na različnih 
vzorčnih mestih mesečnega vzorčenja. Pri nobenem vzorčenju kompostnika O nismo 
izolirali istega PCR-ribotipa na vseh mestih vzorčenja. Pri kompostniku V smo PCR-ribotip 
SLO 057 julija izolirali iz vseh vzorčnih mest. Ta PCR-ribotip je tudi najpogosteje zastopan 
PCR-ribotip pri kompostniku V. 
Skozi časovno obdobje so se na različnih vzorčnih mestih kompostnika O nekateri PCR-
ribotipi ponavljali. Na vzorčnem mestu 2 smo decembra in januarja izolirali PCR-ribotipa 
018 in 014/020, prav tako smo ta dva PCR-ribotipa izolirali iz vzorčnega mesta 3, meseca 
novembra in decembra, kjer se je PCR-ribotip 014/020 izoliral še marca. Pri vzorčnem mestu 
1 smo PCR-ribotip 018 izolirali 3-krat (november, december, januar), prav tako smo ta PCR-
ribotip izolirali 3-krat na vzorčnem mestu 4 (september, november, januar) (Preglednica 19). 
 
Pri kompostniku V se PCR-ribotipi na vzorčnem mestu 1 niso ponavljali. Na vzorčnem 
mestu 2 smo 3-krat (julij, december, januar) izolirali PCR-ribotip SLO 057. Ostali PCR-
ribotipi so se na vzorčnem mestu izolirali 2-krat ali 1-krat (Preglednica 20). 
 
Preglednica 19: PCR-ribotipi bakterije C. difficile izolirani iz posameznih vzorčnih mest kompostnika O 
*S krepkim so poudarjeni PCR-ribotipi, ki se na posameznem vzorčnem mestu komposta ponovijo 2-krat    
ali več 
  
VZORČENJE  1 2 3 4 5 
KP1 
(marec 2018) 005, 027, 
002, 001/072 005, 027 
001/072, 027, 
002, 078, 070, 
014/020, SLO 
290,  011/049 
027, 002,  
001/072, 
SLO 056,  
011/049 
001/072, 078, 159, 
002, SLO 248, 010, 
045 CE, 106, SLO 
028 
KP3 












014/020 018, 014/020 SLO 002 014/020 
KP8 
(januar 2019) 018 
018, 
014/020 011/049, 005 
018, 
014/020, 002 
005, 014/020, SLO 
002 
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Preglednica 20: PCR-ribotipi bakterije C. difficile izolirani iz posameznih vzorčnih mest kompostnika V 








SLO 205 SLO O57 SLO 057 
SLO 218, SLO 
259, 












002, SLO 172, 
764 (CE), SLO 
069, 027, 128 
(CE), SLO 292 SLO 057 SLO 057 
KP6 
(december 2018) 011/049 
014/020, 
SLO 057 - 002 - 
KP9 
(januar 2019) - SLO 057 SLO 057 - 001/072, 002 
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4.2.2   Pregled in primerjava PCR-ribotipov bakterije C. difficile osamljenih v 
različnih mesecih 
 
Kompostnik O je bil vzorčen 5-krat in sicer meseca marca, septembra, novembra, decembra 
in januarja. Največ različnih PCR-ribotipov, 16, smo izolirali pri vzorčenju meseca marca, 
januarja 6, novembra in decembra 5, najmanj pa septembra, 3. PCR-ribotip 018 je bil izoliran 
pri vseh vzorčenjih, razen meseca marca, 014/020 pa v vseh mesecih vzorčenja, razen 
meseca septembra. Pri kompostu O sta bila torej PCR-ribotipa 018 in 014/020 v petih 
vzorčenjih izolirana 4-krat, 005 3-krat, 002, 011/049, SLO 002 2-krat, ostali PCR-ribotipi 
pa 1-krat (Preglednica 21). 
 
Kompostnik V je bil vzorčen 4-krat: meseca julija, novembra, decembra in januarja. Meseca 
novembra smo pri kompostu izolirali največ različnih PCR-ribotipov, bilo jih je 10, julija 6, 
decembra 4, najmanj pa januarja, 3. PCR-ribotipa, ki smo ju izolirali v vsakem vzorčenju, 
torej 4-krat, sta SLO 057 in 002, 2-krat smo izolirali 014/020, ostali pa so bili izolirani samo 
1-krat (Preglednica 22). 
Preglednica 21: PCR-ribotipi bakterije C. difficile izolirani iz posameznih vzorčenj kompostnika O 






















005, 027, 002, 
001/072 - 005, 018 
SLO 257, 
SLO 293, 018, 
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014/020 018 
2 005, 027 - 050 (CE) 018, 014/020 018, 014/020 
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SLO 056,  011/049 
SLO 291, 
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Preglednica 22: PCR-ribotipi bakterije C. difficile izolirani iz posameznih vzorčenj kompostnika V 


























1 SLO 057, SLO 205 SLO 172 011/049 - 
2 
SLO O57 015, SLO 172, 003 
014/020, SLO 





002, SLO 172, 764 (CE), 
SLO 069, 027, 128 (CE), 
SLO 292 - SLO 057 
4 
SLO 218, SLO 259, 
SLO 057, 002 SLO 057 002 - 
5 
SLO 057, 014/020, 
002 SLO 057 - 001/072, 002 
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4.3   PRIMERJAVA DVEH PRISTOPOV OSAMITVE BAKTERIJE C. difficile 
 
Vse vzorce komposta smo obdelali po dveh metodah, to sta bili metoda direktne obdelave in 
metoda s sonikacijo.  
Od 45 testiranih vzorcev smo z direktno metodo C. difficile osamili iz 27 (60 %) vzorcev 
(17 iz kompostnika O in 10 iz kompostnika V) in z metodo sonikacije iz 33 (73,3 %) vzorcev 
komposta (20 iz kompostnika O in 13 iz kompostnika V). Z obema metodama je bilo 
pozitivnih 22 vzorcev (15 iz kompostnika O in 7 iz kompostnika V), 5 vzorcev je bilo 
pozitivnih samo z direktno metodo (3 iz kompostnika O in 2 iz kompostnika V) in 11 vzorcev 
je bilo pozitivnih samo z metodo sonikacije (5 iz kompostnika O in 6 iz kompostnika V) 
(Slika 9). Z obema metodama je bilo negativnih 7 vzorcev. 
V večini vzorcev smo s sonikacijo in brez sonikacije izolirali različne PCR-ribotipe. Prav 
tako smo s sonikacijo v več primerih (6) izolirali več različnih PCR-ribotipov iz enega 
vzorčnega mesta. Vzorcev, kjer smo z obema metodama našli identične PCR-ribotipe, je bilo 
4: 2 pri kompostniku O in 2 pri kompostniku V. V večini primerov smo našli različne PCR-
ribotipe, nekaj pa je bilo tudi takih, kjer smo z eno ali drugo metodo našli še dodatne PCR-
ribotipe (Preglednica 23, Preglednica 24). 
 
Zanimivo je bilo prvo vzorčenje kompostnika O meseca marca, kjer smo pri metodi s 
sonikacijo na kar štirih vzorčnih mestih izolirali PCR-ribotip 027, medtem ko ga pri metodi 
brez sonikacije sploh nismo izolirali. Tudi pri kompostniku V smo PCR-ribotip 027 izolirali 
samo pri metodi s sonikacijo. Tudi vzorčno mesto 3 kompostnika V iz meseca novembra je 
bilo zanimivo, saj smo pri metodi brez sonikacije izolirali samo PCR-ribotip 002, medtem 
ko smo pri metodi s sonikacijo izolirali 6 različnih PCR-ribotipov (027, 128 (CE), 764 (CE), 
SLO 069, SLO 172, SLO 292). PCR-ribotip SLO 002 smo izolirali iz treh vzorčnih mest 











Slika 9: Število pozitivnih vzorcev komposta obdelanega z direktno metodo, metodo s sonikacijo in z obema 
hkrati 
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mesto  BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 16 - - 15 15 15 15 15 15 
1 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 1 3 - - 1 1 2 3 1 1 
 
PCR-




002, 014/020 018 018 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 10 - - 15 - - 15 15 15 
2 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 1 1 - - 1 - - 2 1 2 
 
PCR-





IZOLATOV 29 27 - 3 15 15 - 14 15 15 
3 
ŠT. PCR-







027, 002, 001/072, 
011/049, - SLO 038 018 014/020 - 018, 014/020 011/049 005 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV - 28 15 15 15 - - 15 15 15 
4 
ŠT. PCR-




027, 002,  001/072, 





IZOLATOV 17 17 - - 15 15 15 14 15 15 
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ŠT. PCR-






SLO 248, 010, 045 





Prša N. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev kompostnikov. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020           38 



















mesto  BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. BREZ SON. S SON. 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 15 - 15 15 - - - 
1 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 1 2 - 1 1 - - - 
 
PCR- 
RIBOTIPI SLO 057 
SLO 057, 
SLO 205 - SLO 172 011/049 - - - 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 15 - 15 15 15 - 15 
2 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 1 1 - 3 1 1 - 1 
 
PCR- 
RIBOTIPI SLO O57 SLO 057 - 015, SLO 172, 003 014/020 SLO 057 - SLO 057 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 - 15 13 - - 15 15 
3 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 1 - 1 6 - - 1 1 
 
PCR- 
RIBOTIPI SLO 057 - 002 
SLO 172, 764 (CE), SLO 069,    
027, 128 (CE), SLO 292 - - SLO 057 SLO 057 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 15 - 15 15 - - - 
4 
ŠT. PCR-








002 - SLO 057 002 - - - 
 
ŠTEVILO 
IZOLATOV 15 15 - 15 - - - 15 
5 
ŠT. PCR-
RIBOTIPOV 2 2 - 1 - - - 2 
 
PCR- 
RIBOTIPI 014/020, 002 
SLO 057, 
002 - SLO 057 - - - 001/072, 002 
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4.4   PODOBNOST PCR-RIBOTIPOV BAKTERIJE C. difficile IZOLIRANIH IZ 
KOMPOSTNIKOV, S PCR-RIBOTIPI IZ DRUGIH VIROV 
 
Prekrivanje med izolati, ki so bili izolirani iz komposta in iz ostalih virov (ljudje, živali, 
okolje in živila), je zelo veliko. Od 35 PCR-ribotipov, ki smo jih našli v vzorcih komposta, 
jih je 31 že bilo najdenih v okolju, živalih ali ljudeh. PCR-ribotipov, ki smo jih našli v vseh 
štirih rezervoarjih (ljudje, živali, okolje in živila) je bilo 6. Podatki naše raziskave so 
primerjani s podatki iz različnih študij v Sloveniji (Zidarič in sod., 2008; Zidarič in sod., 
2010; Zidarič in Rupnik, 2012; Janežič in sod., 2012; Janežič in sod., 2014; Janežič in sod., 
2016; Smrke, 2017; Gomboc, 2017; Janežič in sod., 2018; Tkalec in sod., 2019; Janežič, 
2019). 
Samo štirje PCR-ribotipi C. difficile so taki, ki so bili prvič izolirani iz komposta in še jih 
do zdaj niso zasledili v nobenem drugem rezervoarju. To so PCR-ribotipi SLO 290, SLO 
291, SLO 292 in SLO 293 (Preglednica  25).
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Preglednica 25: Prekrivanje PCR-ribotipov bakterije C. difficile osamljenih iz komposta, s PCR-ribotipi, ki 










LJUDJE ŽIVALI  OKOLJE ŽIVILA 
001/072 0   + + + + + + 
002 0   + + + + + + 
003 0     + + + +   
005 0   +   + + +   
010 0   +   + + +   
011/049 0   + + + + + + 
014/020 0   + + + + + + 
015 0     + + + +   
018 0   +   + + +   
027 III + + + +   + + 
029 0   +   + + +   
045 (CE) V + +   + + +   
050 (CE) 0   +   + + +   
070 0   +   + + + + 
078 V + +   + + +   
106 0   +   +   +   
128 (CE) III +   + + + +   
159 0   +   +       
764 (CE) V     + +       
SLO 002 tox-   +   + + +   
SLO 028 tox-   +   +     + 
SLO 038 0   +   +       
SLO 056 VIII   +   +   +   
SLO 057 tox-     + + + + + 
SLO 069 0/v +   + + + +   
SLO 172 0/v +   + +   +   
SLO 205 tox-     +     + + 
SLO 218 tox-     +     +   
SLO 248 tox-   +   +     + 
SLO 257 0   +   +       
SLO 259 tox-     + +       
SLO 290 V + +           
SLO 291 tox-   +           
SLO 292 0     +         
SLO 293 0   +           
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5    RAZPRAVA 
 
Glavni cilj magistrskega dela je bil osamitev in karakterizacija bakterije C. difficile iz 
vzorcev komposta. Kompost je posebno življensko okolje, ki je anaerobno in bogato s hranili 
ter tako primerno okolje za bakterijo C. difficile. Vzorčili smo dva različna kompostnika: 
kompostnik iz Obreža (O) in iz Vurberka (V), v vsakem smo vzorčili na petih mestih 
(Slika 3). Kompostnik O smo vzorčili v petih časovnih točkah, kompostnik V pa v štirih 
časovnih točkah. 
 
Poleg pogostnosti nas je zanimala tudi raznolikost PCR-ribotipov bakterije C. difficile, ki 
smo jih izolirali iz različnih vzorčnih mest in v različnih mesecih. Za identifikacijo smo 
uporabljali identifikacijski sistem MALDI Biotyper, za karakterizacijo pa dve tipizacijski 
metodi, PCR-ribotipizacijo, ki je trenutni standard, in toksinotipizacijo. Skupno smo 
analizirali 45 vzorcev komposta, 25 iz kompostnika O in 20 iz kompostnika V, iz katerih 
smo izolirali 906 izolatov. 
 
Ugotovili smo, da je bakterija C. difficile v kompostnikih prisotna skozi celo leto ne glede 
na mesec oz. letni čas. Možnosti za kontaminacijo oz. vir spor C. difficile na kompostu so 
različne. Spore C. difficile se lahko na kompost vnesejo iz gospodinjstva, z organskimi 
kuhinjskimi odpadki (kupljene in domače hrane), prav tako pa na kompost odlagamo 
organske odpadke iz vrta, njiv, sadovnjakov (trava, plevel, suho listje, neuporabna zelenjava, 
prst iz rastlinskih korit). Iz komposta potem spore z gnojenjem raznašamo naprej na njive, 
vrtove, kar pa lahko privede do kontaminacije prsti ter zelenjave, ki tam raste. S 
kontaminirano zelenjavo, lahko vnašamo spore v gospodinjstva, kjer se lahko kontaminirajo 
različne površine, spore pa lahko tudi zaužijemo in se okužimo, če zelenjave termično ne 
obdelamo, ali če higiena rok ni dovolj dobra. 
 
Študij o prisotnosti bakterije C. difficile v domačih kompostih je zelo malo, več študij je 
narejenih na vzorcih prsti in hrane, na katerih vemo, da so prisotne spore C. difficile. 
Različne študije so potrdile prisotnost in raznolikost PCR-ribotipov bakterije C. difficile v 
različnih vrstah hrane, ki jo lahko vnesemo v kompostnike (Zidarič in Rupnik, 2012; 
Warriner in sod., 2017; Candel-Perez in sod., 2018; Rodriguez Diaz in sod., 2018; Tkalec in 
sod., 2019). V zelenjavi je bakterija prisotna od 0 % do 30 % (Zidarič in Rupnik, 2012; Al 
Saif in Brazier, 1996; Eckert in sod., 2013; Bakri in sod., 2009; Metcalf in sod., 2010; Tkalec 
in sod., 2019; Lim in sod., 2018). Na  jajčnih lupinah, ki jih prav tako pogosto odlagamo na 
kompostnike, pa so bakterijo izolirali iz 2 % vzorcev (Zidarič in Rupnik, 2012). 
 
Prav tako na kompostnike odlagamo tudi prst, kjer je bakterija prisotna od 4 % do 62,5 % 
(Lindberg in sod., 1955; Al Saif in Brazier, 1996; Baverud in sod., 2003; Simango in sod., 
2006; Janežič in sod., 2016; Smrke, 2017; Gomboc, 2017).  
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Vir C. difficile na kompostu bi lahko bile tudi divje živali, kot so miši in podgane, oziroma 
njihovi iztrebki, saj so tudi pri njih v preteklosti že odkrili bakterijo C. difficile (Andres-
Lasheras in sod., 2017; Burt in sod., 2012; Bandelj in sod., 2016).  
Bakterijo smo v vzorcih komposta pričakovali v velikem deležu in to smo tudi dokazali, saj 
je bila bakterija prisotna v 38 od 45 testiranih vzorcev (84,4 %). V študiji, kjer so prav tako 
vzorčili domače kompostnike, so bakterijo odkrili v 66,6 % vzorcih komposta (Smrke, 
2017). V študiji iz Avstralije so prisotnost C. difficile potrdili v različnih pripravkih za 
gnojenje zemlje (Lim in sod., 2016). Prav tako so v Ameriki iz kompostov izolirali bakterijo 
C. difficile v 40 % (Dharmasena in Jiang, 2018). 
 
V kompostnikih smo pričakovali tudi veliko raznolikost PCR-ribotipov. To smo potrdili, saj 
smo iz obeh kompostnikov izolirali 906 izolatov, ki smo jih uvrstili med 35 različnih PCR-
ribotipov. Najbolj pogosti so bili: 018, 014/020 in SLO 057 (12,6 %). PCR-ribotip 014/020 
je najbolj pogost PCR-ribotip pri ljudeh v Sloveniji in Evropi, najdemo pa ga tudi v ostalih 
okoljih (prst, voda, čevlji) in pri živalih (Davies in sod., 2016; Janežič in sod., 2012; Janežič 
in sod., 2016; Janežič in sod., 2018). Pogosto se pojavlja tudi na zelenjavi (Tkalec in sod., 
2019), izoliran pa je bil tudi na jajčni lupini (Zidarič in Rupnik, 2012). Tudi PCR-ribotipa 
018 in SLO 057 sta med pogostejšimi PCR-ribotipi v Sloveniji. 
 
PCR-ribotipi, ki so se prekrivali med vzorčenima kompostnikoma O in V, so bili 002, 027, 
001/072, 011/049 in 014/020. Ravno PCR-ribotipi 002, 027, 001/072 in 014/020 spadajo 
med najbolj pogoste pri ljudeh v Evropi (Davies in sod., 2016).  PCR-ribotip 002 je prav 
tako kot PCR-ribotip 014/020, pogosto prisoten pri ljudeh, živalih, v okolju (voda, 
gospodinjstvo) in tudi živilih (Janežič in sod., 2012; Zidarič in Rupnik, 2012; Janežič in sod., 
2014; Janežič in sod., 2018). V magistrski nalogi je J. Smrke iz štirih kompostnikov izolirala 
8 različnih PCR-ribotipov, od tega smo 4 PCR-ribotipe (005, 001/072, SLO 205, SLO 218) 
našli tudi v kompostu v naši nalogi (Smrke, 2017). 
 
Skoraj štiri petine (77,1 %) PCR-ribotipov, ki smo jih izolirali iz komposta je bilo toksigenih 
in so pripadali 5 različnim toksinotipom: 0, 0/v, III, V in VIII. Toksinotip 0/v smo dokazali 
pri dveh PCR-ribotipih, pomeni pa, da je toksinotip 0 varianten, saj smo pri njem dokazali 
še binarni toksin. Delež toksigenih PCR-ribotipov iz naše raziskave je veliko višji kakor pri 
Lim in sod., (2016), kjer so v pripravkih za gnojenje izolirali 44,4 % toksigenih PCR-
ribotipov in pri Smrke, (2017), kjer je bilo v kompostnikih 37,5 % toksigenih PCR-ribotipov. 
 
Pestrost PCR-ribotipov bakterije C. difficile je bila večja v kompostniku O, kakor v 
kompostniku V. Predvidevamo, da zaradi večje možnosti vnosa spor iz različnih virov, saj 
na kompostnik O odlagajo zraven ostankov hrane iz gospodinjstva tudi travo, listje in 
organske odpadke iz vrta, medtem ko na kompostnik V odlagajo v večini samo hrano iz 
gospodinjstva.  
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Glede na to, da smo kompostnika vzorčili na enakih vzorčnih mestih, kompostnikov pa v 
tem času lastniki niso prekopavali, smo pričakovali, da se bodo PCR-ribotipi ponavljali skozi 
vzorčenja. Kljub temu se PCR-ribotipi v večini niso ponavljali (Preglednica 19, 
Preglednica 20). Eden izmed razlogov je mogoče vzorčenje, saj najverjetneje nismo vedno 
vzorčili na popolnoma enakem mestu kompostnika. 
Nekateri PCR-ribotipi so se ponavljali tudi pri zaporednih vzorčenjih, na istih in različnih 
mestih (018, 014/020, 002, SLO 057). Glede na PCR-ribotip težko rečemo, če gre res za isti 
sev (klonalne izolate). PCR-ribotipizacija ima namreč nizko moč razlikovanja in sevi, ki 
pripadajo istemu PCR-ribotipu, so lahko zelo različni. Te izolate bi lahko tipizirali z bolj 
diskriminatornimi metodami, ki vključujejo analize genomskih zaporedij in nam bolj 
natančno opredelijo ali gre za genetsko sorodne ali nesorodne izolate. 
Za osamitev C. difficile iz vzorcev komposta smo uporabili dva vzporedna pristopa. Prvič 
smo vzorce komposta po tem, ko smo jih resuspendirali v sterilni dH2O, nacepili direktno 
na gojišča, nakar smo k istemu vzorcu dolili sterilno dH2O in suspenzijo obdelali s 
sonikacijo. Pričakovali smo namreč, da bomo s sonikacijo povečali občutljivost metode, da 
se bo v sterilno dH2O, v kateri smo obdelovali vzorec, sprostilo več spor. Z direktno metodo 
smo izolirali C. difficile iz 60 % vzorcev, z metodo s sonikacijo pa iz 73,3 %. Kljub temu, 
da smo s sonikacijo C. difficile izolirali iz večjega števila vzorcev, ne moremo nedvoumno 
trditi, da je slednja metoda bolj občutljiva, saj smo v petih vzorcih C. difficile osamili samo 
z metodo, ki ni vključevala sonikacije. Po drugi strani pa je lahko razlog zakaj pri teh petih 
vzorcih s sonikacijo nismo zaznali C. difficile ta, da so so se te v vodo sprostile brez 
sonikacije. 
Prav tako smo z različnima pristopoma v veliko primerih izolirali različne PCR-ribotipe 
C. difficile (Preglednica 23, Preglednica 24). PCR-ribotip 027, ki je eden pogostejših 
povzročiteljev CDI (Davies in sod., 2016), smo izolirali iz obeh kompostnikov, vendar samo 
pri metodi s sonikacijo. Naši rezultati nakazujejo, da vključitev obeh pristopov brez 
sonikacije in s sonikacijo doprinese k rezultatom, saj smo s kombinacijo obeh metod 
C. difficile osamili iz več vzorcev, prav tako smo z obema metodama pridobili večje število 
različnih PCR-ribotipov, kot bi jih, če bi uporabili samo eno od obeh.  
 
Glede na izolirane PCR-ribotipe C. difficile iz vzorcev komposta lahko potrdimo, da se PCR-
ribotipi v Sloveniji prekrivajo med ljudmi, živalmi, različnimi okolji in živili. V različnih 
virih so že potrdili prisotnost vseh PCR-ribotipov najdenih v kompostu, razen PCR-ribotipov 
SLO 290, SLO 291, SLO 292 in SLO 293. Prekrivanje PCR-ribotipov iz različnih okolij 
kaže na kroženje oz. prenose. To so v preteklosti že dokazale različne študije (Janežič in 
sod., 2012; Janežič in sod., 2016; Tkalec in sod., 2019). Kompostniki pomagajo pri kroženju 
bakterije C. difficile, saj s pomočjo kompostiranja bakterija lahko kroži med živili in 
okoljem, seveda pa tudi med ljudmi in živalmi. 
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6    SKLEPI 
 
Glede na cilje magistrskega dela in na podlagi naših rezultatov, lahko zaključimo: 
 
- Bakterija C. difficile je v vzorcih komposta prisotna v velikem deležu. 
 
- V kompostnikih lahko najdemo različne PCR-ribotipe bakterije C. difficile. 
 
- V vzorcih komposta smo v večini izolirali enake PCR-ribotipe bakterije C. difficile, 
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7    POVZETEK 
 
Clostridium difficile je ubikvitarna, po Gramu pozitivna anaerobna bakterija, ki je ena 
pomembnejših človeških in živalskih patogenov. Okužba z bakterijo C. difficile predstavlja 
pomemben javnozdravstveni problem, saj je ena najpogostejših povzročiteljev predvsem 
bolnišničnih črevesnih okužb. Okužba z bakterijo poteka po fekalno-oralni poti preko 
neposrednega ali posrednega kontakta s kontaminiranim virom. V zadnjih letih se je 
povečalo število doma pridobljenih okužb, saj je tudi izvenbolnišnično okolje vir bakterije 
C. difficile oz. njenih spor, ki so odgovorne za prenos, okužbo in preživetje te bakterije v 
različnih okoljih. Različne študije so potrdile prisotnost C. difficile v vodi (reke, jezera, 
odpadne vode), prsti, gospodinjstvih in hrani (meso, zelenjava, morski sadeži). Tudi domači 
kompostniki predstavljajo vir spor C. difficile, omogočajo pa tudi prenos te bakterije med 
različnimi viri.  
 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti pogostnost in raznolikost PCR-ribotipov in 
toksinotipov bakterije C. difficile, ki je prisotna v vzorcih komposta. Vzorčili smo dva 
kompostnika v različnih mesecih in na petih različnih vzorčnih mestih, od marca 2018 do 
januarja 2019. Kompostnik O je bil vzorčen v petih časovnih točkah, kompostnik V pa v 
štirih. Pri kompostniku O smo imeli 25 različnih vzorcev, pri kompostniku V pa 20. Izolacija 
bakterije C. difficile je vključevala tehtanje, homogeniziranje komposta v sterilni dH2O (z in 
brez sonikacije), centrifugiranje, toplotni šok, cepljenje peleta na gojišče ChromID, 
alkoholni šok, cepljenje peleta na gojišče ChromID ter precepljanje 15 kolonij na gojišče 
COH. Z molekularno karakterizacijo, PCR-ribotipizacijo in toksinotipizacijo, pa smo 
določali raznolikost bakterije C. difficile. 
Naša raziskava je potrdila hipotezo, da je bakterija C. difficile v vzorcih komposta prisotna 
v velikem deležu. Bakterijo C. difficile smo dokazali v vseh devetih vzorčenjih, v 38 od 45 
vzorcev komposta, kar je 84,4 %.  Med izoliranimi 906 izolati smo odkrili veliko raznolikost, 
uvrstili smo jih v 35 različnih PCR-ribotipov in v 5 različnih toksinotipov. Prevladujoči 
PCR-ribotipi so bili 018, 014/020, SLO 057. 
 
Z metodo sonikacije smo uspeli bakterijo izolirati iz več vzorcev,  prav tako je bilo pri tej 
metodi izoliranih več različnih PCR-ribotipov. S sonikacijo smo C. difficile izolirali iz 
73,3 % vzorcev, z metodo brez sonikacije pa iz 60 %. Pri osamitvi je smiselno, da se 
uporabita obe metodi, kajti s kombinacijo obeh smo uspeli bakterijo C. difficile osamiti iz 
več vzorcev, prav tako smo pridobili več različnih PCR-ribotipov, kot če bi uporabili samo 
eno izmed metod. 
 
Veliko PCR-ribotipov je bilo takšnih, ki se pojavljajo tudi pri ljudeh in živalih v Sloveniji. 
Ugotovili smo, da je prekrivanje med rezervoarji res veliko in da samo štirje izmed PCR-
ribotipov še niso bili najdeni v nobenem drugem rezervoarju. 
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PCR-ribotipi, ki smo jih izolirali iz obeh kompostnikov, prav tako pa so bili v preteklosti že 
odkriti pri ljudeh, živalih, okolju in živilih v Sloveniji, so 002, 001/072, 011/049 in 014/020. 
Pri ljudeh so do sedaj našli že 29 od 35 izoliranih PCR-ribotipov iz komposta, 24 PCR-
ribotipov iz naših vzorcev kompostnika je bilo že najdenih v okolju, 18 so jih našli pri 
živalih, v živilih pa je bilo takih PCR-ribotipov 10.  
  
Zaključimo lahko, da je kompost potencialni vir okužbe v domačem okolju, saj je bakterija 
C. difficile v kompostu prisotna v velikem deležu, v kompostu najdemo veliko različnih 
C. difficile PCR-ribotipov, katerih velika večina se pojavlja tudi pri ljudeh in živalih. 
Kompost, v katerem so spore bakterij, lahko z gnojenjem prenašamo na vrtove in njive ter 
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Nacionalni inštitut za javno zdravje: 52–79 
Hopman N. E. M., Oorburg D., Sanders I., Kuijper E. J., Lipman L. J. A. 2011. High 
occurrence of various Clostridium difficile PCR ribotypes in pigs arriving at the 
slaughterhouse. Veterinary Quarterly, 31, 4: 179–181 
 
Indra A. Lassnig H. Baliko N., Much P., Fiedler A., Huhulescu S., Allerberger F. 2009. 
Clostridium difficile: a new zoonotic agent? Wiener Klinische Wochenschrift, 121, 3‒
4: 91‒95 
 
Prša N. Osamitev in molekularna karakterizacija bakterije Clostridium difficile iz vzorcev kompostnikov. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020            50 
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Zidarič V., Pardon B., dos Vultos T., Deprez P., Brouwer M. S. M., Roberts A. P., Henriques 
A. O., Rupnik M. 2012. Different antibiotic resistance and sporulation properties within 
multiclonal Clostridium difficile PCR ribotypes 078, 126, and 033 in a single calf farm. 
Applied and Environmental Microbiology, 78, 24: 8515–8522 
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potrebovala pri izvedbi magistrskega dela. 
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izolatov ZZV številka 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/1A KP1/1A-2 - 0 005 15 ZZV18-9255 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/2B KP1/2B-1 - 0 005 15 ZZV18-9671 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3B KP1/3B-1 - 0 001/072 8 ZZV18-9259 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3B KP1/3B-3 + V 078 16 ZZV18-9672 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3C KP1/3C-1 - 0 070 3 ZZV18-9673 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3D KP1/3D-1 +  V SLO 290 1 ZZV18-9265 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3D KP1/3D-8 - 0 014/020 1 ZZV18-9268 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5A KP1/5A-1 - 0 001/072 13 ZZV18-9674 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5B KP1/5B-2 + V 078 1 ZZV18-9675 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5B KP1/5B-4 - 0 002 2 ZZV18-9676 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5B KP1/5B-5 - 0 159 1 ZZV18-9677 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/1SA KP1/1SA-1 + III 027 11 ZZV18-9256 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/1SA KP1/1SA-3 - 0 002 1 ZZV18-9257 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/1SB KP1/1SB-1 + 0/v 001/072 4 ZZV18-9678 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/2SA KP1/2SA-3 + III 027 10 ZZV18-9258 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3SB KP1/3SB-1 + III 027 18 ZZV18-9261 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3SB KP1/3SB-2 - 0 001/072 3 ZZV18-9262 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3SB KP1/3SB-5 - 0 002 2 ZZV18-9263 
 
Se nadaljuje … 
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izolatov ZZV številka 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/3SB KP1/3SB-7 - 0 011/049  4 ZZV18-9264 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/4SB KP1/4SB-1 - 0 001/072 3 ZZV18-9680 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/4SB KP1/4SB-2 - VIII SLO 056 1 ZZV18-9681 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/4SB KP1/4SB-4 - 0 011/049  3 ZZV18-9270 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/4SB KP1/4SB-10 + III 027 20 ZZV18-9271 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/4SC KP1/4SC-2 - 0 002   1 ZZV18-9682 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5SA KP1/5SA-3 - 0 010 1 ZZV19-10309 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5SB KP1/5SB-3 - tox- SLO 028 1 ZZV18-9683 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5SC KP1/5SC-1 - tox- SLO 248 13 ZZV18-9684 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5SD KP1/5SD-3 + V 045 CE 1 NI ZAM. 
27.3.2018 Obrež 28.3.2018 KP1/5SD KP1/5SD-4 - 0 106 1 NI ZAM. 
27.10.2018 Obrež 28.10.2018 KP3 KP3/4-2 - tox- SLO 291 15 ZZV19-10103 
27.10.2018 Obrež 28.10.2018 KP3 KP3/3S-5 - 0 SLO 038 3 ZZV19-10105 
27.10.2018 Obrež 28.10.2018 KP3 KP3/4S-1 - 0 018 15 ZZV19-10106 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/1-1 - 0 005 15 ZZV19-10132 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/2-1 - 0 050 (CE) 15 ZZV19-10107 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/3-1 - 0 018 15 ZZV19-10108 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/4-1 - 0 018 15 ZZV19-10109 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/5-1 - 0 018 15 ZZV19-10110 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/1S-1 - 0 018 15 ZZV19-10111 
 
Se nadaljuje …  
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izolatov ZZV številka 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/3S-1 - 0 014/020 15 ZZV19-10112 
27.11.2018 Obrež 28.11.2018 KP4 KP4/5S-1 - 0 029 15 ZZV19-10113 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/1-1 - 0 SLO 257 14 ZZV19-10138 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/1-4 - 0 SLO 293 1 ZZV19-10139 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/5-1 - 0 014/020 15 ZZV19-10140 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/1S-1 - 0 018 11 ZZV19-10141 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/1S-3 - tox- SLO 002 1 ZZV19-10142 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/1S-5 - 0 014/020 3 ZZV19-10167 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/2S-1 - 0 014/020 7 ZZV19-10143 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/2S-9 - 0 018 8 ZZV19-10144 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/3S-2 - 0 014/020 11 ZZV19-10145 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/3S-3 - 0 018 3 ZZV19-10146 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/4S-1 - tox- SLO 002 15 ZZV19-10147 
31.12.2018 Obrež 9.1.2019 KP7 KP7/5S-1 - 0 014/020 14 ZZV19-10148 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/1-1 - 0 018 15 ZZV19-10149 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/2-1 - 0 018 15 ZZV19-10150 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/3-13 - 0 011/049 1 ZZV19-10152 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/4-1 - 0 018 13 ZZV19-10153 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/4-4 - 0 014/020 2 ZZV19-10154 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/5-1 - 0 014/020 11 ZZV19-10156 
 
Se nadaljuje …  
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izolatov ZZV številka 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/5-10 - 0 005 4 ZZV19-10157 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/1S-2 - 0 018 15 ZZV19-10158 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/2S-1 - 0 014/020 4 ZZV19-10159 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/2S-2 - 0 018 11 ZZV19-10214 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/3S-1 - 0 005 15 ZZV19-10160 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/4S-1 - 0 002 15 ZZV19-10161 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/5S-1 - 0 014/020 8 ZZV19-10162 
31.1.2019 Obrež 9.1.2019 KP8 KP8/5S-9 - tox- SLO 002 7 ZZV19-10163 
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izolatov ZZV številka 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/1 KP2/1-1 - tox- SLO 057 15 ZZV18-9597 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/2 KP2/2-1 - tox- SLO 057 15 ZZV18-9598 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/3 KP2/3-1 - tox- SLO 057 15 ZZV18-9599 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/4 KP2/4-1 - tox- SLO 218 6 ZZV18-9600 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/4 KP2/4-8 - tox- SLO 259 4 ZZV18-9601 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/4 KP2/4-11 - tox- SLO 057 5 ZZV18-9602 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/5 KP2/5-1 - 0 014/020 8 ZZV18-9603 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/5 KP2/5-2 - 0 002 5 ZZV18-9604 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/1S KP2/1S-1 - tox- SLO 205 6 ZZV18-9606 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/1S KP2/1S-4 - tox- SLO 057 9 ZZV18-9607 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/2S KP2/2S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV18-9608 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/4S KP2/4S-1 - 0 002 10 ZZV18-9609 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/4S KP2/4S-10 - tox- SLO 218 5 ZZV18-9610 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/5S KP2/5S-1 - tox- SLO 057 7 ZZV18-9611 
25.7.2018 Vurberk 26.7.2018 KP2/5S KP2/5S-7 - 0 002 8 ZZV18-9612 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3-1 - 0 002 15 ZZV19-10114 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/1S-1 - 0 SLO 172 15 ZZV19-10115 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/2S-1 - 0 015 1 ZZV19-10116 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/2S-2 - 0 SLO 172 12 ZZV19-10117 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/2S-10 - 0 003 2 ZZV19-10118 
 
Se nadaljuje … 
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izolatov ZZV številka 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-1 + 0/v SLO 172 3 ZZV19-10119 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-2 - V 764 (CE) 1 ZZV19-10120 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-4 + 0/v SLO 069 5 ZZV19-10121 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-7 + III 027 1 ZZV19-10123 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-9 + III 
128  
(CE) 1 ZZV19-10124 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/3S-11 - 0 SLO 292 1 ZZV19-10213 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/4S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10125 
29.11.2018 Vurberk 13.12.2018 KP5 KP5/5S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10126 
31.12.2018 Vurberk 8.1.2019 KP6 KP6/1-1 - 0 011/049 15 ZZV19-10127 
31.12.2018 Vurberk 8.1.2019 KP6 KP6/2-1 - 0 014/020 15 ZZV19-10128 
31.12.2018 Vurberk 8.1.2019 KP6 KP6/4-1 - 0 002 15 ZZV19-10129 
31.12.2018 Vurberk 8.1.2019 KP6 KP6/2S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10130 
31.1.2019 Vurberk 4.2.2019 KP9 KP9/3-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10133 
31.1.2019 Vurberk 4.2.2019 KP9 KP9/2S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10134 
31.1.2019 Vurberk 4.2.2019 KP9 KP9/3S-1 - tox- SLO 057 15 ZZV19-10135 
31.1.2019 Vurberk 4.2.2019 KP9 KP9/5S-1 - 0 001/072 8 ZZV19-10136 
31.1.2019 Vurberk 4.2.2019 KP9 KP9/5S-6 - 0 002 7 ZZV19-10137 
 
